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Resumen

Los sistemas de transduccién de sefiales mediados por proteinas G heterotriméricas estan
presentes en todos los organismos eucariontes, desde protistas hasta mamiferos. En el
ascomiceto Kluyveromyces lactis hemos identificado dos genes que codifican para subunidades
alfa de proteina G, los cuales hemos denominado KIGPA! y KIGPA2. Mutantes que no expresan
KIGPA2 mostraron una disminucién en el nivel basal intracelular de AMP ciclico, y la
concentracion de este segundo mensajero en las mutantes no aumenté como repuesta a un
estimulo por glucosa. Por otra parte, mutantes que no expresan KI/GPA! son viables y con baja
capacidad de apareamiento. La doble mutante AKIGpal, AKIGpal? también es viable y
practicamente estéril. La capacidad para aparearse de una cepa silvestre se redujo tanto por la
sobre expresion de KIGPA2 como por la expresion de una mutante constitutivamente activa de
KIGPAI. Esta ultima no restablecio la respuesta de la AKIGpal. Con base en estos resultados,
hemos formulado un modelo en el cual, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, KIGpalp
es el elemento transductor de la cascada de sefiales en respuesta a feromonas de apareamiento,
mientras que KlGpa2p estd involucrada en la regulacién de la enzima adenilato ciclasa, aunque
es capaz de intervenir en la via de respuesta a feromonas. Lo anterior sugiere una relacion entre
la regulacion del AMP ciclico y el proceso de apareamiento, de manera similar a lo que ocurre

en otras especies de levadura.



Abstract

From protists to mammals, signal transduction pathways involving heterotrimeric G proteins
are present in all kind of eucariotic organisms. In the ascomicetous Kluyveromyces luctis we
have identified two G protein alpha subunit genes, KIGPA! y KIGPA2. Mutants lacking KIGPA2
showed significant reduced basal levels of intracellular cAMP, and the production of this second
messenger in the mutants was not glucose-stimulated. On the other side, mutants lacking
KIGPAI are viables and with low mating ability. The doble mutant AKIGpal, AKIGpa?2 is also
viable and sterile. In addition, mating ability of a wild type cell is reduced both by
overexpression of KIGPA2 and by expression of a constitutive active mutant of KIGPAI.
However, expression of active KIGpalp is unable to restore mating competence of AKIGpal
mutant. We have proposed a model for K. lactis where, unlike S. cerevisiue Gpalp, KiGpalp is
a positive element of the pheromone response pathway, and KlGpaZp is involved in the
regulation of the enzyme adenylyl cyclase, but also participate, in some way, in the pheromone
response. These results suggest a relationship between ¢cAMP regulation and mating pathways,

as it occurs in other yeasts.



1. Introduccién

Toda célula eucarionte responde a una amplia variedad de sefiales que provienen del exterior a fin
de regular su crecimiento, desarrollo y organizacién con las células vecinas. Estas sefiales utilizan
diferentes mecanismos para inducir su accion en el interior de la célula; algunas, como las hormonas
esterotdes, simplemente se mueven a través de la membrana para encontrar sus moléculas blanco.
Sin embargo, muchos de los procesos de transduccion de sefiales son mas complicados que eso:
después de que el estimulo es recibido por un receptor en la superficie de la célula, una sefial
diferente se desprende hacia el interior desencadenando una via de sefializacién. A finales de los
afios 50, Sutherland y colaboradores describieron el papel de los sistemas de membrana en la
conversion de dichas sefiales extracelulares en cambios metabélicos por medio de la produccion de
segundos mensajeros intracelulares (Rall er al; 1956). En 1971, Rodbell demostré que la activacion
de la enzima adenilato ciclasa requeria de la presencia de GTP, por lo que postulé que el
intermediario entre el receptor de la hormona glucagon y la enzima debia ser una proteina que uniera
nucledtidos de guanidina (Rodbell er al; 1971). A partir de estos y otros estudios Rodbell propuso
que este sistema de transduccion de sefiales constaba de un receptor, que unia especificamente al
lipando, un transductor y un efector. En 1977, Ross y Gilman probaron esta teoria al demostrar que
la comunicacion entre el receptor y la enzima adenilato ciclasa se rompia cuando la célula carecia de
una proteina que unia GTP, la cual denominaron simplemente proteina G (guanine nucleotide-
binding protein) (Ross et al; 1977). Dedujeron asi que la epinefrina conducia a la produccion de
AMP ciclico, pasando la informacidn a través del receptor a la proteina G la cual, cuando estaba
unida a GTP, podia estimular a la enzima adenilato ciclasa (Linder y Gilman, 1992).

A lo largo de los ultimos veinte afios, el conocimiento acerca de la estructura, funcién y
diversidad de las proteinas G ha ido en aumento de manera exponencial. Las proteinas G forman una
subdivisién de la superfamilia de proteinas que unen nucleétidos de guanidina (GDP, GTP) con
gran afinidad y especificidad. Este grupo de proteinas incluye factores de elongacion (EFTu), el
oncogene ras, y la familia de pequefias GTPasas relacionadas con ras, tales como rab, rac, ral, etc.
(Bourne et al, 1990). Las proteinas G que participan en la transduccién de sefiales a través de
membrana son heterotrimeros compuestos por una subunidad a, una subunidad [ y una subunidad y.
Las cadenas B y ¥ estan fuerte, pero no covalentemente unidas en un heterodimero que funciona
como una sola subunidad que puede ser compartida por diferentes cadenas, mientras que la
subunidad o es diferente para cada heterotrimero. Las proteinas G se encuentran fuertemente unidas
a la cara citoplasmatica de la bicapa lipidica y se comportan como proteinas integrales de
membrana. Su funcion central es propagar la accidn de diferentes compuestos extracelulares,
incluyendo hormonas, neurotransmisores, neuromoduladores, factores autdcrinos y paracrinos,
hacia el interior de la célula. Se han encontrado cientos de receptores que transmiten sus mensajes a
través de este tipo de proteinas, por lo que su papel es diverso en el funcionamiento de la célula.

[.1 Mecanismo de accion de las proteinas G

Las proteinas G llevan a cabo su funcién por medio de ciclos de activacion/desactivacion
(Birnbaumer y Iyengar, 1990; Neer, 1994) (figura 1). En el estado inactivo las cadenas o, B y y
forman un complejo con GDP unido a la subunidad o. En este estado la proteina G es capaz de
asociarse a un receptor de siete segmentos transmembranales o tipo TM-7 {aunque la subunidad «
libre de By puede unirse al receptor, la presencia del dimero aumenta su afinidad por €ste).



GTP GTP

Complejo

Receptor -ligando ¥ o
—> |F
GDP Li-/

Figura 1. Ciclo de regulacion de las proteinas G

Cuando un agonista activa al receptor, éste sufre un cambio conformacional que transmite a la
subunidad o, estimulando la salida de GDP y facilitando la unién de GTP. Este cambio de
nucledtido se favorece porque la afinidad de la subunidad « por el GTP es mayor que por el GDP, y
porque la concentracion del primero en las células es mayor (Neer, 1994). La subunidad o con GTP
unido adquiere su conformacién activa, se disocia del dimero By y posteriormente del receptor,
siendo capaz ahora de unirse y regular una amplia variedad de efectores, como las enzimas adenilato
ciclasa, fosfodiesterasa (PDE) y fosfolipasa C (PLC), y canales de Ca** y K* (DeVivo y lyengar,
1994). Originalmente se pensdé que tnicamente la subunidad o era capaz de interactuar con
efectores, y que el papel de Py era la regulacion negativa, ahora se sabe que no solo el dimero es
capaz de desencadenar sefiales, sino que también algunas vias son incluso reguladas por ambas
subunidades (Tabla I) (Knall y Johnson, 1998).

La capacidad intrinseca de la subunidad o para hidrolizar al GTP es el mecanismo de apagado de
las proteinas G. Poco tiempo despues de su activacion, la subunidad o convierte el GTP en GDP
volviendo a su estado inactivo, el cual tiene mayor afinidad por el dimero By. Todas las isoformas
conocidas de o hidrolizan al GTP, aunque la velocidad de hidrdlisis varia de un tipo a otro. El
caracter irreversible de la hidrolisis del GTP hace al ciclo de las proteinas G unidireccional: la
reactivacion del sistema requiere que el heterotrimero vuelva a unirse al receptor activado, lo cual
significa que, en contraste con la regulacion alostérica, la velocidad de inactivacidn de la proteina G
la determina la hidrélisis de GTP y no la disociacién del ligando que desencadena la seial
(Heideman y Bourne, 1990). Es interesante notar que la velocidad de hidrélisis del GTP determina
el tiempo de activacidn tanto de o como de Py, pues la formacion del heterotrimero detiene la accién
de ambas subunidades. E! tiempo que permanece un efector activado es el tiempo que permanece |a
subunidad o unida a GTP; este periodo de tiempo depende de la K, de la actividad de GTPasa ( la
cual es de 1-4 min™).
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Tabla 1. Efectores de proteinas G heterotriméricas.

Subunidad Efector

Gas Todos los tipos de adenilato ciclasa
Canales de Ca®* sensibles a voltaje

Gai Adenilato ciclasa tipos S5y 6
Canales de K*
cGMP fosfodiesterasa

Gag Fosfolipasa Cp (PLCB)

Cinasa de proteinas C (PKC)
Cinasa de tirosina de Bruton (BTK)

GBy PLCB

Fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K)
Adenilato ciclasa tipos 1,2,4 y 7
Cinasa de receptor B-adrenérgico
Fosfoducina

Canales de K*, Ca®™ y Na*
Miembros de la familia Rho

Una caracteristica importante de las proteinas G es su propiedad para conferir direccionalidad y
amplificacton a las sefiales. La direccionalidad, como se menciond anteriormente, se debe a la
hidrolisis irreversible dei GTP. La amplificacién se genera ya sea por la activacién de diferentes
proteinas G a través de la activacién de un solo receptor, o bien porque una sola proteina G es capaz
de producir una gran cantidad de segundos mensajeros durante su estado activo (Heideman vy
Bourne, 1990).

[.2 Estructura de las proteinas G
[.2.1 La subunidad «

A la fecha se han identificado unas 21 subunidades o de mamifero (17 genes y algunas isoformas),
agrupadas en cuatro familias con base en el grado de identidad entre sus secuencias de aminoacidos
(figura 2). Esta clasificacion refleja la divergencia evolutiva entre estas proteinas, que varia entre un
40% de 1dentidad para las subunidades menos relacionadas, hasta un 94% entre los miembros de una
misma familia. Con excepcién de o4, estas proteinas se encuentran muy conservadas entre
diferentes especies de mamiferos (> 95%) y se han identificado homélogos altamente conservados
de estos genes en invertebrados, plantas y organismos eucariontes inferiores (Simon er al, 1991).

L
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Figura 2. Clasificacion de las subunidades Go de mamifero con base en el grado de identidad entre
sus secuencias de aminoacidos (Hepler y Gilman, 1992).

Las subunidades o también pueden agruparse con base en la modificacion causada por toxinas
bacterianas (tabla II). La toxina del colera (CTX) cataliza la transferencia de la molécula de ADP-
ribosa del NAD a un residuo especifico de arginina. De manera similar, la toxina pertussis (PTX)
ADP-ribosila las subunidades que poseen un residuo especifico de cisteina cercano al extremo
carboxilo terminal (West et al., 1985). La modificacion causada por la toxina del célera activa
constitutivamente a la subunidad «, inhibiendo la actividad de hidrolisis del GTP (Hepler y Gilman.
1992), mientras que la toxina pertussis previene la asociacién con el receptor. Los miembros de la
familia Gas son modificados por toxina del colera, mientras que todos los miembros de la familia
Gai, excepto az, pueden ser modificados por la toxina pertussis. (Hepler y Gilman, 1992; Neer,

1994),

6

8

% de identidad en aminoacidos
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Tabla II. Propiedades de subunidades Ga

Familia Masa % Identidad Sensibilidad

Subunidad (kDa x 10%) aminoacidos a toxina

Gs

QLS(L) 45.7 - CTX

oolf 447 88 CTX

Gi

ail 40.3 100 PTX

ai2 40.5 88 PTX

i3 40.5 94 PTX

oA 40.0 13 PTX

Ol 40.0 68 CTX, PTX

ap 40.1 68 CTX, PTX

og 40.5 67 CTX ()
PTX

oz 40.9 60

Gq

oq 42.0 100

oy 42.0 88

14 41.5 79

als 43.0 57

alé 43.5 58

G213

al2 440 100

al3 44.0 67

*Hepler y Gilman, 1992



Algunas subunidades o (el grupo Go y algunas del tipo Gi) sufren modificacién postraduccional por
adicién de 4cido miristico. Este acido graso de 14 carbonos se une de manera irreversible a una
glicina del extremo amino terminal, después de que se ha eliminado la metionina inicial; aunque no
existe una secuencia consenso absoluta para la unién de este compuesto, la glicina en posicion 2,
inmediatamente después de la metionina, es esencial y se prefiere un hidroxiaminoacido
(tipicamente serina) en la posicién 6 (Spiegel et al, 1991). La unién del acido miristico a la
subunidad o aumenta su afinidad por By y es esencial para su asociacién con la membrana; el
cambio de la glicina del amino terminal por alanina previene la miristoilacién y mueve a la
subunidad « al citosol (Jones et al, 1990). Puesto que otras subunidades a (como as) no unen 4cido
miristico, se cree que existen otros mecanismos de unién a la membrana.

Otras subunidades o (oo, O 1-3, Oz, O} Unen acido palmitico. Esta modificacién ocurre de manera
reversible en una cisteina cercana al extremo amino terminal (Linder et al, 1993). El papel de la
adicidén de este acido de 16 carbonos no estd muy claro. En contraste con la miristoilacion, la
palmitoilacién ocurre en la membrana, lo que significa que la subunidad o debe estar unida a ésta
previo a la modificacién. Sin embargo, las subunidades a incapaces de unir &cido palmitico se han
encontrado mayoritariamente en la fraccién soluble, por lo que se cree que la palmitoilacion debe ser

el mecanismo que permite a la subunidad o permanecer unida a membrana (Wedegaertnerner ef al,
1693).

La resolucién de la estructura cristalina de la subunidad Goy ha permitido aclarar las bases
estructurales para la funcién de esta proteina (Noel ef a/, 1993, figura 3). La estructura muestra alta
homologia con las estructuras de p2lras y EFTu, las cuales habian sido utilizadas anteriormente
como modelos. La subunidad o consta de dos dominios, €l primero denominado de GTPasa,
estructura conservada en todas las proteinas que hidrolizan GTP, y el segundo denominado dominio
helicoidal, unicamente presente en las subunidades o de proteinas G heterotriméricas y cuya funcién
no ha sido totalmente esclarecida (Rens-Domiano y Hamm, 1995); el nucledtido de guanina se une
en una cavidad formada por ambos dominios. El extremo amino terminal (aproximadamente los
primeros 25 aminoacidos) es esencial para la union con By; la superficie de la subunidad o que hace
contacto con el dimero es diferente en los estados activo e inactivo, lo cual concuerda con el hecho
de que a unién de Py depende de manera critica del nucledtido que esté unido a a (Neer, 1995).
Tanto el extremo carboxilo terminal como la hélice a5 son sitios importantes de interaccién con el
receptor; el extremo carboxilo también tiene un papel importante en la especificidad de la
interaccién (Conklin y Bourne, 1993), aunque la secuencia de este extremo no es la unica
determinante en la union especifica de o con su receptor, puesto que algunas subunidades poseen
extremos carboxilo idénticos y unen diferentes receptores (Neer, 1995; figura 4). La estructura de
aGpp es muy similar a la de agre, siendo las regiones denominadas Switch I, Il y III las que sufren
mayores cambios por el cambio de nucleotido (figuras 3 y 4). Las regiones 1 y Il tienen sus
contrapartes en Ras y EF-Tu, mientras que la regién III solo existe en las proteinas G
heterotriméricas, y los cambios en esta regidn parecen ocurrir como una respuesta secundaria a los
cambios ocurridos en la region 1l (Lambright ef al, 1994).
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de subunidades Ge: debajo del alineamiento se muestra la
estructura sccundaria correspondiente a Giyiq ( Lambright, 379).



1.2.2 El dimero By

A la fecha se conocen cinco diferentes subunidades B que comparten entre el 50 y 90% de
identidad en su secuencia de aminoacidos. La subunidad B se caracteriza por estar dividida en ocho
segmentos de 40 aminodacidos, cada uno de los cuales contiene un par triptofano-aspartico, conocido
como el motivo WD-40, presente en las proteinas involucradas en transduccion de sefiales,
regulacién de la division celular, transcripcién y formacién del citoesqueleto, entre otras funciones
(Neer; 1995). En contraste, las seis subunidades y conocidas son muy diferentes entre si. La
subunidad y posee en el extremo carboxilo terminal un dominio CAAX (donde C es cisteina, A es
un aminodcido alifatico y X es cualquier aminoacido sin carga), conocido comouna secuencia
consenso para modificacion postraduccional, y en el caso de y lo que sc une a la cisteina de este
dominio es un grupo isoprenilo, el cual es diferente para cada una de las subunidades conocidas. La
isoprenilacion de y no es necesaria para la formacién del dimero, pero si lo es para su anclaje a
membrana y, en algunos casos, para su asociacién con a (Neer; 1995).

Las subunidades 5 y y se unen entre si para formar un complejo que furnciona como una sola
entidad que es considerada una proteina integral de la membrana porque se requiere del uso de
detergentes para su solubilizacion, sin que la unién sea covalente y no hay enlaces disulfuro entre
ellas (Simonds; 1994). Las 5 subunidades B vy las 6 y podrian producir 30 combinaciones diferentes
del dimero, pero no todas las combinaciones son posibles debido a la expresién diferencial de las
subunidades en ciertos tejidos o durante el desarrollo, y a caracteristicas estructurales intrinsecas
(Simonds; 1994). La estructura tridimensional del dimero Py fue resuelta primero con la
cristalizacion del heterotrimero GioiB1y2 (Wall ef af; 1995, figura 5), y después con la cristalizacion
del dimero Gy (Sondek et al, 1996). El complejo de las tres subunidades muestra una estructura
altamente asimétrica en la cual la subunidad y estd embebida en B, la cual a su vez forma extensos
contactos localizados con a. El nucleo de la subunidad B se pliega formando una propela toroidal
compuesta de siete hojas B, las cuales forman un canal central. El extremo carboxilo de y
(modificado por unién de lipidos isoprenoides in vivo) y el extremo amino de o (modificado por
union de acidos grasos in vivo) estan orientados hacia la cara “ancha™ de la propela (figura 5). En
contraste con la reorganizacion estructural que sufre la subunidad a, no se han observado cambios
de conformacion significativos en el dimero 3y (Lambright et al, 1996).



V/all of af, 1895

Figura 5. Tres vistas del heterotrimero G, 1(GDP)B72. La subunidad ail se muestra en azul
(GDP en rojo), B1 en verde y y2 en amarillo.



1.3 Proteinas G en Saccharomyces cerevisiae

En los dltimos afios se ha identificado un gran nimero de receptores, proteinas G y efectores de
células de mamifero, aunque en pocos casos se conocen todos los componentes de la via en la que
estan involucrados, ya que los procesos de transduccién en organismos superiores son complejos y
sus componentes muy diversos. La presencia de proteinas G en todos los organismos eucariontes
(desde protozoarios hasta mamiferos) sugiere que estas proteinas provienen de un ancestro comin y
que sus funciones se han conservado a través de la evolucion, lo que se ha convertido en una gran
ventaja pues ha permitido utilizar modelos mas simples para entender los mecanismos
fundamentales de la accidn y regulacién de las proteinas G. Uno de estos modelos es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual posee caracteristicas que la hacen un organismo apropiado para el
estudio de estos sistemas ya que los componentes de sus sistemas de transduccién son muy similares
a los de organismos superiores, tanto en estructura como en funcién, y existe una gran facilidad para
caracterizar genética y molecularmente los procesos de sefializacidn, siendo la propiedad de crecer
como haploide particularmente 10til para caracterizar mutaciones recesivas, lo cual facilita la
identificacién y caracterizacion de nuevas proteinas pertenccientes a esta clase de sistemas
(Dohlman et «l, 1998).

Gracias a que el genoma de S. cerevisiae ha sido completamente secuenciado (Goffeau, 1996)
ahora se sabe que este organismo posee tnicamente dos genes Ga: GPA/ (o SCG1), cuyo producto
esta implicado en la respuesta a feromonas de apareamiento (Miyajima ef al, 1987; Dietzel y Kurjan,
1987), v GPA2, que participa en la diferenciacién pseudohifal a través de la regulacion de los
niveles de AMP ciclico (Kiibler et al, 1997; Lorenz y Heitman, 1997).

I1.3.1 El sistema de respuesta a feromonas de apareamiento

El proceso de respuesta a feromonas, que conduce al apareamiento y finalmente a la formacion de
diploides. es una via regulada por una proteina G heterotrimérica. Los productos de los genes GPAJ
(0 SCGT), STE4 y STEIS son los homdlogos de las subunidades o, B y y de las proteinas G del
mamifero (Nakafuku ef al, 1987; Dietzel y Kurjan, 1987, Whiteway er al, 1989). El gen de la
subunidad o fue identificado por dos grupos diferentes a través de la hibridacién con una sonda de
Gai de rata (Nakafuku ef al, 1987) y por un proceso de seleccién de genes cuya sobre expresion
confiere resistencia a feromonas (Dietzel y Kurjan, 1987). Mutantes haploides Agpa/ muestran
defectos en crecimiento y anormalidades morfolégicas (Dietzel y Kurjan, 1987; Miyajima ef al,
1987) causados por la activacién constitutiva del sistema en ausencia de feromona. Esto indica que
Gpalp inhibe la respuesta a la feromona, esto es, participa como regulador negativo (Kurjan, 1993;
Kurjan 1992). Por otro lado, las mutantes Aste4 o Aste!8 son incapaces de responder al estimulo de
ta feromona, lo cual conduce a la esterilidad, y suprimen el fenotipo de la mutacién Agpal. lo que
indica un papel positivo del dimero en el sistema (Kurjan, 1992; Kurjan, 1993). Con base en estos
resultados iniciales se plante6 un modelo sobre el mecanismo de regulacién del sistema de respuesta
a feromonas, el cual ahora es una de las vias mejor conocidas en la levadura como se detalla a
continuacion.

La figura 6 ilustra el ciclo sexual de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Este organismo en su
estado haploide existe en dos tipos celulares denominados a y «, indistinguibles morfologicamente y
que difieren unicamente en un locus (denominado mating type locus, MAT), que codifica
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Figura 6. Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae

reguladores transcripcionales que controlan la expresion de los genes especificos para cada tipo
celular. Las células haploides proliferan por divisién mitotica, pero tienen el potencial de aparearse
entre ellas y formar un tercer tipo celular diploide a/et, €l cual, bajo condiciones de limitacion de
nutrientes, lleva a cabo un ciclo meiético que conduce a la esporulacidn y formaciéon de cuatro
células haploides, dos del tipo a y dos del o (Herskowitz, 1988).

Para que las células vegetativas haploides sean capaces de aparearse deben sufrir un proceso de
diferenciacién especifica. Los dos tipos celulares haploides (a y o) secretan un pequefio péptido
(feromona a y feromona a, respectivamente) que actua sobre la c€lula del tipo opuesto para
promover la conjugacién. Las feromonas a y a se unen a receptores de la membrana del tipo de siete
dominios transmembranales (codificados por los genes STE3 y STE2, respectivamente) (figura 7).
Aunque cada tipo celular secreta una feromona Unica y expresa un receptor especifico para
responder a la feromona de la célula del tipo opuesto, los componentes intracelulares de la via de
transduccion de sefiales desencadenada por la formacion del complejo receptor-ligando son comunes
para ambos tipos haploides. La unién de la feromona a su receptor activa a la proteina G,
promoviendo en la subunidad Gpal (o Scgl) el cambio de GDP por GTP y su disociacion del
dimero By (Ste4/Stel8), siendo este ultimo el responsable de propagar la sefial a través de una
cascada de cinasas (Nomoto et a/, 1990). Esta cascada conduce a una serie de cambios celulares, de
morfologia (formacién de células alargadas en forma de pera denominadas “shmoos”), interrupcién
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del ciclo celular en la fase G1, transcripcion de genes especificos y fusion celular y nuclear (Kurjan,
1992, 1993; Sprague, 1992). La via no es estrictamente secuencial porque sus componentes son

interdependientes y regulan otras proteinas ademas de su efector inmediato cascada abajo (Sprague,
1991).

La activacion de la cascada de MAP cinasas parece depender tnicamente de la interaccion de GBy
con sus efectores inmediatos, las proteinas Ste5 y Ste20 (Leberer ef al, 1992 y 1993). SteS funciona
como una proteina “de andamio” o “recrutadora” que parece aumentar la especificidad de la cascada
de cinasas al bloquear interacciones inapropiadas con otras proteinas involucradas en vias
relacionadas, mientras que Ste20 es una cinasa de serinas/treoninas que parece activar a Stell
(MAPKKK), la cual a su vez fosforila y activa a Ste7 (MAPKK) vy ésta a Fus3 (o Kssl) (MAPK)
(Gustin et al, 1998). En este punto la cascada se divide en dos caminos, el primero de ellos conduce
a Stel2, un factor transcripcional que se une a secuencias especificas de ADN (PRE,
pheromone response elements) presentes en las secuencias de genes que responden a feromona.
Ste12 parece ser blanco tanto de Fus3 como de Kssl (Ferguson ef al, 1994). El otro camino conduce
al paro del ciclo celular: Fus3 (pero no Kssl) fosforila a Farl, el cual inhibe complejos de ciclasas
necesarios para la continuacion del ciclo (figura 7).

[.3.2 Diferenciacién pseudohifal

En condiciones de limitacion de nitrégeno y abundante fuente de carbono fermentable las células
diploides de S. cerevisiae sufren una transicion dimdrfica denominada diferenciacién pseudohifal,
durante la cual las células geman siguiendo un patrén unipolar, se alargan y pueden invadir el
sustrato, ademas de que permanecen unidas después de la citocinesis, formando cadenas de células
parecidas a hifas (figura 8) (Gimeno ef al , 1992). La regulacion de este proceso involucra al menos
dos vias de sefializacion, que se conectan entre si (figura 9); una de estas vias es la cascada de MAP
cinasas que incluye a Ste20, Stell, STE7 y Kssl, y a los factores transcripcionales Stei2 y Tecl.
Como se mencion6 anteriormente, esta misma cascada forma parte de la respuesta a las feromonas,
pero ni los receptores ni la proteina G formada por Gpal/Ste4/Ste18 participan en la regulacion del
crecimiento pseudohifal: estos genes no se expresan en células diploides (Liu ef al, 1993; Dolan y
Fields, 1991).

La segunda via funciona a través de la regulacion de los niveles de AMP ciclico. El primer sistema
de regulacién de la enzima adenilato ciclasa descrito en S. cerevisiae fue el que involucra a las
pequefias GTPasas Rasl y Ras 2 (figura 9). Ras2p al ser activada estimula a la adenilato ciclasa para
producir AMP ciclico (Toda et al, 1985), lo que conduce a la activacion de la cinasa de proteina A
(PKA); Tpk2p, una de las tres subunidades cataliticas de PKA, es quien especificamente controla el
desarrollo pseudohifal (Robertson y Fink, 1998).

La subunidad Go. de S cerevisiae denominada GPA2 ha sido involucrada en la regulacion de la
enzima adenilato ciclasa debido a que la sobrexpresion de la proteina causa un aumento en los
niveles de AMP ciclico (Nakafuku et al, 1988; Papasavvas ef al, 1992) y restablece los defectos
causados por una mutacion sensible a la temperatura en RASZ; sin embargo, el hecho de que una
mutante Agpa2 no muestre defectos en la produccion de AMP ciclico (Nakafuku et a/, 1988) ha
dificultado la elucidacién de su funcién. Algunas investigaciones recientes muestran que Gpa2p
forma parte de la maquinaria encargada de la regulacion del desarrollo pseudohifal a través del
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Figura 8. Crecimiento pseudohifal en S. cerevisiae. Foto sup. izq. célula en crecimiento vegetativo,
sup. der. célula elongada en desarrollo filamentoso. Inferior, formacion de pseudohifas. (Gimeno e/
al, 1992)
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monitoreo de nutrientes y la regulacién de los niveles de AMP ciclico (Kiibler ez al, 1997; Lorenz y
Heitman, 1997) (figura 9): el receptor denominado GPR1 (Yun et al, 1998; Xue et al, 1998) parece
inducirse transcripcionalmente en condiciones de bajo contenido de nitrégeno para sensar la
presencia de azicares fermentables (Lorenz ef al, 2000); la unién del ligando a Gprlp estimula el
intercambio de GDP por GTP en Gpa2p, la cual parece activar directamente a la enzima adenilato
ciclasa, produciendo AMP ciclico. Ras2p es capaz de regular el desarrollo pseudohifal a través de
ambas vias, la de MAP cinasas y la de AMPc-PKA (Gimeno er al, 1992), y estudios recientes
muestran que ambas cascadas convergen para regular coordinadamente la floculina Flo1 1, la cual se
requiere para la diferenciacién pseudohifal diploide (Lorenz et al, 2000).

1.4 Proteinas G en el reino fungi

Aunque S. cerevisiae sigue siendo el eucarionte inferior mas estudiado, cada vez el campo de
investigacion basado en otras especies de levadura ha ido en aumento. Los motivos que han
generado el interés en otros organismos son variados, incluyendo la importancia médica. industrial y
comercial de algunas de estas especies (Sudbery, 1994). Por otra parte, los sistemas simnples de estos
organismos permiten generar facilmente mutantes que ayudan a identificar los componentes de las
vias a través de andlisis genéticos y bioquimicos. A la fecha se conocen unos 24 genes Ga aislados
de diferentes hongos, los cuales estdn involucrados en procesos como apareamiento, patogenicidad,
desarrollo y morfogénesis, aunque las vias de sefializacién en que participan varias de estas
proteinas son aun desconocidas (Tabla III). Particularmente, en hongos se han identificado pocos
receptores acoplados a proteinas G, y solo se conocen efectores potenciales como la enzima
adenilato ciclasa y cascadas de MAP cinasas (Gustin ef a/, 1998; Banuett, 1998).

En varias levaduras y otros hongos, las subunidades Go. han sido implicadas en vias de
sefializacién que regulan apareamiento y virulencia. En el basidiomiceto Ustilago maydis se han
identificado cuatro subunidades Got, una de las cuales (Gpa3) se requiere tanto para virulencia como
para apareamiento (Regenfelder et al, 1996). De manera similar, en C. parasitica, un ascomiceto
patégeno de plantas, una via mediada por proteinas G regula la virulencia (Gao y Nuss, 1996). En la
respuesta a feromonas de apareamiento de S. cerevisiae y S. pombe, estan involucradas proteinas G
heterotriméricas (Nomoto et al, 1990; Obara et al, 1991). Ambos organismos poseen una segunda
subunidad Ga responsable de la respuesta a deprivacion de nutrientes (Isshiki ef al, 1992; Lorenz y
Heitman, 1997). Particularmente, en S. pombe, asi como en C. neoformans, se requieren las dos
sefiales para aparearse: feromona y deprivacion de nitrogeno (Isshiki et al, 1992; Alspaugh, 1997).

La regulacion de los niveles intracelulares de AMP ciclico es otro de los procesos que
comunmente es regulado en hongos por proteinas G (Bolker, 1998). Vias dependientes de este
segundo mensajero estdn involucradas en el desarrollo filamentoso de S. cerevisize (Lorenz y
Heitman, 1997), en el apareamiento de S. pombe (Isshiki et al, 1992) y en el apareamiento y
virulencia de U. maydis (Regenfelder et al, 1996) y C. parasitica (Chen et al, 1996).



Tabla III. Subunidades Ga de hongos

Organismo Grupe Nombre Funcién
Taxonémico

Saccharomyces cerevisiae  Ascomiceto Gpal Regulacién de la via de feromonas
Gpa2 Regulacién de crecimiento filamentoso

Candida albicans Ascomiceto  Cagl Complementa mutantes AGpal de S.cerev.
Schizosaccharomyces Ascomiceto Gpal Regulacién de la via de feromonas
pombe

Gpa2  Respuesta a contenido bajo de nitrogeno

Neurospora crassa Ascomiceto Gnal Fertilidad del organismo femenino
Gna2 Desconocida

Aspergillus nidulans Ascomiceto FadA  Reg. negativo del desarrollo asexual

Cryphonectria parasitica  Ascomiceto Cpgl Regulacién de virulencia y fertilidad
Cpg2 Desconocida

Magnaporthe grisea Ascomiceto MagA  Requerido para virulencia
MagB  Desarrollo de ascosporas
MagC  Desarrollo de ascosporas

Colleotrichum trifolii Ascomiceto Ctgl Desconocida
Preumocystis carinii Ascomiceto Pcgl Desconocida
carinii

Preumocystis carinii ratti ~ Ascomiceto Pegl Desconocida
Ustilago maydis Basidiomiceto  Gpal Desconocida

Gpa2  Desconocida

Gpa3 Respuesta a feromonas, morfogénesis y
patogenicidad

Gpa4  Desconocida

Ustilago hordei Basidiomiceto  Fil 1 Regulacién del crecimiento filamentoso
Coprinus congregatus Basidiomiceto Cgpal  Regulacion de fotomorfogénesis

Cryptococcus neoformans Basidiomiceto  Gpal Respuesta a feromonas y virulencia,
regulacion de AMP¢

*Bolker, 1998



.5 Kluyveromyces lactis: un modelo alterno

La levadura que ahora conocemos como K. lactis es un ascomiceto heterotalico que fue
originalmente denominada Saccharomyces lactis, pero dado que es incapaz de aparearse con
organismos del género Saccharomyces, fue agrupada bajo el género Kluyveromyces y clasificada
como Kluyveromyces marxianus var. lactis, mejor conocida por el nombre corto de K. lactis.
Morfologicamente, K. lactis es similar a S. cerevisiae, s6lo que de menor tamafio. Los ciclos de vida
de ambas levaduras son muy similares (figura 6), con la diferencia de que la fase diploide en K
lactis no es estable como en S. cerevisiae, por lo que lo que tiende a esporular espontianeamente
(Wesolowski-Louvel, 1996).

El genoma total haploide de K. /actis ha sido estimado en aproximadamente 12 millones de pares
de bases (Mpb); la estimacion se hizo con base en la identificacién de seis cromosomas de gran
tamario, numerados del I al VI, desde el mas pequefio (aprox. 1.1 Mpb) hasta el mas grande (aprox.
3 Mpb) (Wesolowski-Louvel y Fukuhara, 1995). El genoma de K. /actis contiene rara ocurrencia de
intrones y regiones intergénicas cortas (Ozier-Kalogeropoulos ef al, 1998).

K. lactis asimila una amplia variedad de fuentes de carbono, mas aun que S, cerevisiae y S. pombe.
Una propiedad que la distingue es su habilidad para usar lactosa como tnica fuente de carbono y
energia (Wesolowski-Louvel y Fukuhara, 1995). La degradacién de lactosa, asi como Ia produccién
de f3-galactosidasa, son aplicaciones de gran escala para esta levadura (Sudbery, 1994).

Desde hace varios afios, Kluyveromyces lactis se ha utilizado ampliamente en la industria
biotecndlogica por su alta capacidad para expresar genes heterélogos y su habilidad para secretar
proteinas de alto peso molecular (Wesolowski-Louvel y Fukuhara, 1995). 8. cerevisiae habia sido la
levadura més utilizada para la expresion de genes heterdlogos, sin embargo, este sistema ha
presentado varias limitaciones, tales como secrecion y productividad ineficientes, hiperglicosilacién,
inestabilidad de las cepas y dificultades con las fermentaciones de alta densidad (Swinkels ef al,
1993). En contraste, a la fecha no se han detectado proteasas que interfieran con la produccién de
proteinas en los cultivos de K. lactis, y los procesos recombinantes de esta levadura han sido
escalados sin pérdida de productividad (Swinkels ez al, 1993). Otra ventaja de esta levadura es que,
al igual que S. cerevisiae, puede ser ficilmente manipulada genéticamente y los métodos de biologia
y genética molecular que han sido desarrollados para S. cerevisiae funcionan sin problemas en X
lactis (Swinkels et al, 1993),

A nivel fisiolégico y molecular, la investigacién sobre K. Jactis ha estado siempre precedida por lo
descubierto en S. cerevisiae, debido a su relacion filogenética. La mayor parte de los genes de X,
lactis que a la fecha se conocen, han sido identificados con base en su homologia con los genes de S,
cerevisiae, o por complementacién de mutantes (Ozier-Kalogeropoulos ef al, 1998). Sin embargo, se
ha descubierto que, ha pesar de ser organismos estrechamente relacionados evolutivamente, existen
procesos importantes que son regulados de manera diferente en ambas levaduras; ejemplos de esto
son la ausencia de represién catabdlica y la induccién por etanol de la enzima alcohol
deshidrogenasa en K. lactis (Wesolowski-Louvel y Fukuhara, 1995).

La transduccion de sefiales mediada por proteinas G heterotriméricas ha cobrado gran relevancia

en un sinfin de campos de investigacion, debido a que este tipo de proteinas esta involucrado en una
amplia diversidad de procesos. La conservacion a lo largo de la evolucién de estos procesos en que
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participan las proteinas G, ha permitido el uso de organismos simples como modelos de estudio,
como es el caso de la levadura S, cerevisiae. A través de los afios, ha sido necesaria la busqueda de
modelos alternativos en ésta y otras areas de investigacion, con el fin de aclarar las incégnitas que
no han sido despejadas en los prototipos conocidos. Los sistemas de transduccién de sefiales
mediados por proteinas G en la levadura Kluyveromyces lactis son practicamente desconocidos. En
1993, el grupo de S. Fields report6 la clonacién del gen STE12 de K. lactis (Yuan et al, 1993). En S.
cerevisiae, STE12p es el activador transcripcional que se encuentra al final de la cascada de
respuesta a teromonas de apareamiento (figura 7): STE12p se une a secuencias especificas en los
genes que responden a feromona (Ferguson et al, 1994).De acuerdo al trabajo de Yuan er al, de
manera similar a lo que ocurre en S, cerevisiae, la secuencia regulatoria (corriente arriba del ATG
inicial) del gen STEI2 de K. lactis, contiene secuencias que podrian responder al estimulo por
feromona. Sin embargo, STE12p de K. /actis sélo es capaz de restablecer completamente el proceso
de apareamiento en una mutante ste/2 de S. cerevisiae del sexo a. Al parecer, el domino de unién a
las secuencias en el ADN es similar para los dos homélogos STE!2, pero la diferencia radica en el
dominio de activacién (Yuan et al, 1993).

II. Antecedentes del proyecto

Como parte del proyecto de caracterizacion de los sistemas de sefializacién que involucran
proteinas G en K. lactis, en ¢l laboratorio del Dr. Roberto Coria hemos clonado y caracterizado
parcialmente el gen de una subunidad Go de esta levadura. El trabajo se publicé en el articulo
“Isolation of a gene encoding a G protein o subunit involved in the reguiation of cAMP levels in the
yeast Kluyveromyces lactis”. Los datos obtenidos se resumen a continuacién (el articulo completo se
ha incluido como el apéndice A).

Utilizando ADN cromosomal de Kluyveromyces lactis como templado, y oligonucledtidos
degenerados, disefiados sobre regiones conservadas de subunidades Go ya reportadas, se
amplificaron por PCR dos productos de aproximadamente 0.5 kb y 0.8 kb. La secuencia de ambos
fragmentos mostré homologia con subunidades Go de diferentes organismos. Usando el fragmento
de 0.5 kb como sonda, se llevd a cabo una buisqueda en una biblioteca gendmica de K. lactis,
lograndose clonar un gene (KIGPA2) cuya secuencia deducida de aminoacidos muestra,
dependiendo del alineamiento, 62% de similitud y 38% de identidad con Gpalp y 76% de similitud
y 63% de identidad con Gpa2p, las subunidades Ga. de S. cerevisiae. KIGPA2 se encuentra en copia
unica y la interrupcién de este gen produce células viables con una reduccién significativa del nivel
de AMP ciclico, lo que indica que esta subunidad Go: podria estar involucrada en la regulacién de la
actividad de la enzima adenilato ciclasa y no en la respuesta a feromonas de apareamiento. KlGpa2p
comparte algunas caracteristicas estructurales con miembros de la familia Gas de mamiferos (que
estimulan la adenilato ciclasa) como la ausencia en su regién amino terminal de la secuencia para
modificacién por union de acido miristico
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I11. Objetivos

La levadura K. lactis ha cobrado importancia como modelo alternativo debido a que, a pesar de ser
un organismo filogéneticamente cercano a S. cerevisiae, con la que comparte un gran namero de
caracteristicas, presenta una regulacion diferente a la de S. cerevisiae en varios de sus procesos. Por
otra parte, K. lactis posee todas las ventajas del modelo clasico, en cuanto a la manipulacién
molecular y genética de sus sistemas. En particular, con base en los datos que se han mencionado en
la introduccidén y los que ha aportado el articulo que antecede a este trabajo, la manera en que las
proteinas G regulan las vias en que estan involucradas en K. /lactis resulta particularmente
interesante. Considerando los puntos anteriores, es de nuestro interés continuar el estudio de los
sistemas de transduccion de sefiales mediados por proteinas G heterotriméricas en Kluyveromyces
lactis. El presente trabajo ha sido enfocado hacia la caracterizacién de las subunidades Ga de esta
levadura, por lo que los objetivos que se plantearon fueron los siguientes:

I.1 Objetivo general

Caracterizar estructural y funcionalmente las subunidades o de proteinas G heterotriméricas de la
levadura Kluyveromyces lactis.

[I.2 Objetivos particulares
Los objetivos especificos planteados para cubrir ¢l objetivo general fueron:

¢ Determinar las caracteristicas basicas de las subunidades o de K. lactis, a través de la clonacion
y secuencia de los genes correspondientes y del posterior analisis de su estructura primaria en
comparacion con las subunidades o reportadas para diferentes organismos.

¢ Establecer en qué procesos se encuentran involucrados los genes Go de K. lactis y el papel que
desempefian en éstos, partiendo de lo descrito para otros organismos relacionados y analizando
el comportamiento de mutantes.

e Hacer un andlisis comparativo de las subunidades Go de K. lactis con las de S. cerevisiae y otros
organismos relacionados. Establecer las equivalencias y diferencias entre ellas tanto en
estructura como en funcion.

e Utilizando un sistema in vive de interaccion de proteinas, determinar y analizar las
caracteristicas basicas de la interaccion de o y By (homologas y heterdlogas). Con base en las
estructuras reportadas para las tres subunidades, establecer las diferencias en las regiones de
interfase entre o y P.



IV. Resultados

Los resultados se dividen en dos secciones, la primera contenida en el articulo:

The KiGpal gene encodes a G protein « subunit that is a positive control element in the mating
pathway of the budding yeast Kluyveromyces lactis (2000) J. Bacteriol, en prensa.

La segunda seccion se compone de los datos completos obtenidos de los experimentos de
interaccién de las subunidades, que se mencionan brevemente en el articulo sobre KIGpal.
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Seccidn IV.1 Resumen del articulo: The KIGpal gene encodes a G protein o subunit that is a
positive control element in the mating pathway of the budding yeast Kluyveromyces lactis (2000) J.
Bacteriol. En prensa

La clonacion del gen KiGpal se logrd a través de una busqueda en una biblioteca gendmica de K.
lactis, utilizando como sonda el fragmento de 0.8 kb obtenido anteriormente por PCR (Savifion-
Tejeda ef al, 1996). El marco abierto de lectura contiene 1344 nucleétidos incluyendo el codén de
término. La estructura primaria deducida de la proteina (de 447 residuos de aminoacidos) es muy
parecida a la de Gpalp, la subunidad Go de S. cerevisiae involucrada en la via de respuesta a
feromonas de apareamiento. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con Gpal de S. cerevisiae, la
interrupcién de KIGpal produce células viables con una capacidad de apareamiento reducida. La
expresion a través de un pldsmido de KIGpal en una mutante AKlgpal restablece completamente la
capacidad de aparearse, por lo que concluimos que KlGpalp tiene un papel positivo en la via de
respuesta a las feromonas. La sobrexpresion de una subunidad KIGpal constitutiva (que permanece
unida a GTP), en la que se ha mutado la asparagina 364 por lisina, KlGpalp(K***), no induce de
manera constitutiva la via de respuesta a feromona, y en cambio reduce la capacidad de
apareamiento de una cepa silvestre y no es capaz de restaurar esta misma capacidad en la mutante
AKlgpal. K lactis expresa una segunda subunidad Go, KIGpa2p, involucrada en la regulacion de los
niveles de AMP ciclico después de una estimulacion por glucosa. Esta subunidad no rescata a las
mutantes AKigpal de la esterilidad, pero su sobrexpresion reduce ligeramente la capacidad de
aparearse de una cepa silvestre, 1o que sugiere una relacién entre la via de respuesta a feromonas,
mediada por KlGpalp, y el metabolismo de glucosa mediado por KlGpa2p. La doble mutante
AKlgpal, AKigpa2, aunque viable, presenta la misma deficiencia para aparearse observada en la
mutante sencilla AKlgpal.
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The cloning of the gene encoding the KIGpalp subunit was achieved by standard PCR techniques and by
screenlng a Kluyveromyces lactis genomic library using the PCR product as a probe. The full-length open
reading frame spans 1,344 nucleotides including the stop codon. The deduced primary structure of the protein
(447 amino acid residues) strongly resembles that of Gpalp, the G protein o subunit from Seccharomyees
cerevisiae involved In the mating pheromone response pathway. Nevertheless, unlike disruptlon of Gpal from
S. cerevisiae, disruption of KiGpal! rendered viable cells with a reduced capacity to mate. Expression of a
plasmidic KIGpal copy in a AKlgpal mutant restores full mating competence; hence we conclude that K1Gpalp
plays a positive role in the mating pathway, Overexpression of the constitutive subunit KIGpalp(K**) (GTP
bound) does not induce constitutive mating; instead it partially blocks wild-type mating and is unable to
reverse the sterile phenotype of AKlgpal mutant cells. K. lactis expresses & second Ga subunit, KiGpa2p, which
is involved in regulating cyclic AMP levels upon glucose stimulation. This subunit does not rescue AKfgpal cells
from sterility; instead, overproduction of KIGpa2p slightly reduces the mating of wild-type cells, suggesting
cross talk within the pheromone response pathway mediated by KIGpalp and glucose metabolism mediated by
KIGpalp. The AKifpal AKlgpa2 double mutant, although viable, showed the mating deficiency observed in the
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single AKigpal mutant.

Saccharomyces cereg}idg cells respond to mating phero-
mones by inducing igtivation of a G protein coupled 1o ser-
pentine receplots (ityizwed in reference 17), The G protein,
composed of Ga (Gpatp), GB (Stedp), and Gy (Stc)8p) sub-
“units, activates a phosphorylation cascade that involves at least
Ste20p, the mitogen-activated protein kinase module, and
transcription activators (reviewed in reference 9) that finally
induce growth arrest, shmoo formation, induction of genes
required for membrane fusion, including Fusl, and diploid
formation. Epistasis analysis has established that the mating
response is mediated by the Ste4 and Stel8 gene products and
that lack of Gpalp in S. cerevisiae confers lethality and lack of
either Stedp or Stel8p give rise to sterility (6, 29).

A second Ge (Gpa2p) subunit (19) was identified and was
involved, along with Ras2p, in the activation of adenylyl cyclase
to induce cyclic AMP (cAMP) production in response to glu-
cose stimulus. Isolation of Gprlp, the seven-transmembrane
segment receptor coupled to Gpa2p, showed that the Gprlp/
Gpa2p pathway acts in parallel to the Ras/cAMP pathway
monitoring nutrient signals (4, 30). It has been showed that
GpaZp regulates growth and pseudohyphal development gen-
erated by nitrogen starvation (14).

In S. cerevisiae Gpalp and GpaZ2p subunits play divergent
and unrelated roles in signal transduction, since Gpalp does

* Comresponding author, Mailing address: Departamento de Ge-
nética Molecular, Instituto de Fisiclogla Celular, Universidad Nacio-
nal Auténoma de México, Apartado Postal 70-242, 04510 México,
D.F., México. Phone: {525) 622 56 52. Fax: (525) 622 56 30. E-mail:
reoria@ifisiol.unam.mx.

not participate in the integration of nutrient signals and GpaZ2p
docs not participate in the pheromone response pathway re-
quired for mating.

Klyverantyces lactis is heterothallic budding yeast that is esscn-
tially acrobic {reviewed in reference 28). Its life cycle resembles
that of S. cerevisiae, and the haploid and diploid vegetative growth
and sexual reproduction of the two are highly similar. K laciis
shows two maling partners that undergo sexual reproduction
when they respond to sexual pheromones. Mara and Mata cells
are able to mate with each other to produce transient diploids
that sporulate to generate four spores that germinate to haploid
clones of two different mating types (8), We hypothesize that an
S. cerevisize-like pheromone response pathway is conserved in
K. lactis. In fact a gene encoding a protein highty homologous to
the o mating factor of 5. cerevisiae has been identified (3). This
sexual pheromone is thought to activate a pathway that finally
turns on transcription factor KiSte12p (31). This factor is thought
to bind to pheromone response elements located in promoter
regions of genes required for mating. We are interested in search-
ing for homologue genes coding for components of the G protein
putatively involved in transducing the pheromone stimulus. In
particular, here we describe the characterization of a gene encod-
ing a Gu subunit that participates in the mating pathway. Like
S. cerevisiae, K lactis expresses a sccond Ga subunit (Gpa2p)
that is dircctly involved in regulation of cAMP levels in re-
sponse 1o glucose stimulus (23).

MATERIALS AND METHODS
Straing, plasmids, and media, K faciy strains used in this study were WM37?
(NRRL Y-1140) (Mara kis3); ND2/1 (MATa argA bed urad § (obtained from 1,
Fukuhara); 12/8 (Mata arg-t lysA uraA), a segregant of the cross between WM 37
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and MD2/1 that was used as tester strain; 155 (Mare ade hix? urad), a segregant
of the cross between MD2/1 and KAS-6C (Mata ade? his? feul), of unknown
origin (obtained from A. Brunner); and 136 (Mars argA his3 wrad), s segregant
of the cross between WM37 and MD2/1. Homozygolic hisd ura4 diploids were
freshly generated by erossing strain 155 with strain 136. 5. cerevisiae strains used
in this study were W303-1A (Mata ede2-1 his3 leu2 opl ura3 cani-100), W303-38
(Mata ade2-1 his3 leud upl um? canl-100 scgl:Ura3), and 70 (Mata the3),
Escherichia colf sitain DHoS was used to propagate plasmids. Phagemid pTZI8R
was used (o subclone DNA [ragments lor sequencing, Vector YEpKD, which
contalns the U3 marker, was constructed by replacing the 2um replication
origin of vector YEp352 (10) by replication orlgin pKD from vector KEp&
(obtained from H. Fukuhara). Vector YEpKDHIis was constructed by replac-
ing the Ura3 marker by the His3 marker in YEpKD. The multicopy plasmid
YEpKDHis-KIGpat was constructed by subcloning & 2.2-kb Psil fragiient car-
rying the complete KIGpal open reading frame (ORF) Into YEpKDHis digested
with the same enzyme, This places KIGpal under the contro! of fts ownt pro-
moter. YEpKDHis-KIOpa2 was coastructed by subcloning a 1.9-kb Sall-BamHI
fragment that carries the KIGpa2 ORF and its promoter into YEpKDHis di-
gested with the same enzymes. Construction of a genomic DNA library from XK.
lactis was described previously (18). YPD medium contained 1% yeast extract,
1% Bacto peptone, and 2% glucose. SD medium contained 0.67% yeast nitrogen
base without amino aclds, 255 glucose, and 25 mg of the required amino acids/ml.
Luria-Bertanl medium supplemented with 50 mg of ampicillin/ml was used to
grow recombinant bacteria,

PCR-medlated mutagenesls. Construction of KIGpalp(K™*) was done by
standard PCR amplification. The 5’ AATATCTACTTIITI'TAAGAATAGT 3
eligodeoxynucleotide (from position 1077 to 1101}, which replaces cylusine with
adenine at posilion 1089 of the sense strand (thereby replacing N with K in the
pulative prolein), was used as the backward primer in a rcaction that yiclded a
277-bp amplification product. This fragment was then used as the forward primer
in a sccond reaction that yiclded a 643-bp product containing the naterally
occuzring sites Clal (position 1016) and BxEll {93 bp beyond the stop codon).
The Clal-BoEIN fragment wai then subdoned back into the original wild-type
gene. PCR conditions were as follows: 94°C for § min; 50 cycles of 94°C for 30 s,
45°C for 45 5, and 72°C I'u?.@fl,s; and a final extension of 10 min at 72°C.

Claning and seqnen:lng,_‘l’ia_lluccning ol a K lactis genomic DNA library was
done using the PCR produl ag a probe labeled with [a-**P]dCTP by random-
primer DNA.labeling systems (& e T echnelogies). Positive clones were mapped
with restriclion enzymes, and one of them, containing the full gcne, was se-
quenced in an automatic sequencer (ABI Prism 310; Applied Blosystems) at the
Molecular Biology Facilities of the Instituto de Fisiologfa Celular, Universidad
Nacional Auténoma de México). The sequence was znalyzed using the GCG
program [rom the Wisconsin Sequence Analysls Package.

Gene disruptlon, The Ura3 marker, obtained as an Hpal/BamHI fragment
{fillcd-in Hpal) was Inserted into KIGpel previously digested at the naturat!
occurring sites Xhol (position 770) and Bam ¥ (position 914) (filled-in Xhol),
The resulting plasmid was treated with Bgfl, which digests KIGpal st positions
377 and 1119, 1o give rise to » cassette that carries the Ura3 marker Nanked by
fragments of 138 and 218 bp of the Kigpal ORF. This casselte was used lo
transfect haploid and diploid strains. Disruption of the KIGpa2 allcle with the
Ura3 marker was described previousty (25). Disruption of KIGpa2 with the His3
casselie was as follows. The KIGpa2 gene was opened with SgiTl at positions 348,
408, and 478, A 1.8-kb BomHI fragment contalning the Hisd gene was then
Insested. This construction was used as the template in & PCR uskng primers
directed against XIGpa2 at positions 145 {forward) and 691 (backward), giving
fise a cassette containing the His3 gene Hanked by KiGpa2 sequences of 204 and
213 bp, respectively. This was used to transfect haploid and diploid stralns.
Disruptions were confirmed by Southern blotting techniques.

Southern blet and Northern blot analysls, Chromosoma! and plasmidic DNA
blots as well as RNA blots wese hybridized with & *P-labeled probe; the probe
was labeled with the randomly primed system kit (Gibco BRL). Blots were
hybridized overnight at 55°C and washed twice with 2 SSC (1% S5Cis 0.15 M
NaQl plus 0:015 M sodium citrate)-0.5% sodlum dodecyl sulfate (SDS) and twice
with [ % SSC0.1% SDS. All washes wete doae at 65°C for 10 min,

Mating assays. A patch of cells of the strain to be tesied was grown on a plate
of selective medium [or 24 b, The tester steain was grown as a lawn on a YPD
plate for 24 h. Both sirains were replica plated oolo a YPD plate and incubated
overnight at 30°C to allow cells to mate. Diploids were selected on SD medium
by replica plating, For quantitative mating assays, strains to be tested were grown
until mid-log phase in YI'D medium. Then 10 cells were mixed with 10 gells of
the tester strain, collected on o nitroccliulose membrane filter, placed on 2 YD
plate, and incubated ovemnight at 30°C. The cells from each filter were suspended
in water, diluted, and ptated on 5D medium.
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Two-hybrid interactlon assays. Assays of physical interaction were done with
the LexA-B42 two-hybrid systems as described previously (7). 5. cerevisie Gpal
and Sted genes were subcloned into p)G4-5 and pEG202 a3 deseribed previously
(21). KiGpal and KIGpa2 were amplified by PCR, introducing Neol (position
= 1) and EcoRI {position —$¥Ham H] (18 nucleotides after the stop codon) sltes,
respectively. PCR products were subcloned in frame into pEG202.

Other. Expression of Fusl-LacZ fusion was done as described previously (21).
Molecular biology procedures were perfoimed a3 described by Sambrook ¢t al.
{(24). Standarg yeast genetka procedures were done as described by Sherman et
b (26).

Nucleotide seq accesslon ber. The seq obtained in this study
has been assigned GenBank no. AF135552,
RESULTS

By means of PCR we were able to amplify two products
belonging to genes encoding & subunits of heterotrimeric G
proteins. We have already demonstrated that one of these
genes, KiGpa2, encodes a subunit directly involved in the reg-
ulation of cAMP levels in K. lactis (25). Cells lacking KiGpa2p
are viable but fail to respond to transient stimutus by glucose
and the cAMP level drops significantly, indicating that the G
protein containing KIGpa2p is involved in regulating the ac-
tivity of adenylyl cyclase and participates in a pathway related
to monitoring the nutrient status of the cell (25).

The other PCR product was used as a probe to screen a K.
lzctis genomic library looking for the full-length gene. Two
positive clones were obtained; one showed a 2.2-kb PsI frag-
ment that contained the complete ORF, as inferred from
Southern blot analysis. The full sequence of this fragment
contains an ORF of 1,344 nucleotides including the stop
codon, which codes for a putative protein of 447 amine acid
residues with a molecular mass of 50,739 Da.

Analysis of the deduced primary structure of the protein
showed a high degree of identity with the Gpa2p from K lactis
and with the Gpa proteins from S. cerevisige. Close examina-
tion reveals 64% identity and 72% similarity with the Gpalp
from . cerevisiae. Based on these criteria it could be that the
cloned gene encodes the putative homologue of the G in-
volved in the mating pathway of §. cerevisize. The deduced
primary structure of the protein (KIGpalp) shows the charac-
teristic structural domains conserved in Ga subunits from dif-
ferent organisms (Fig. 1). It shows the typical G1 and G2
regions involved in the binding and hydrolysis of the guanine
nucleotide. It also shows the consensus amino terminus end
(MG-XXXSXX) that has been identified as an N-myristoyl-
ation target in members of the mammalian Gai family (11);
however, unlike members of this family, KIGpalp does not
contain the cysteine residue at its carboxyl end that is ADP
ribosylated by pertussis toxin (12), sharing this characteristic
with the yeast Ga subunits known so far. Like Gpalp from §.
cerevisiage, KIGpalp shows an extra internal fragment of 75
amino acid residues between the conserved G1 region and the
first module of the G2 region (Fig. 1).

In the budding yeast 5. cerevisiae, the heterotrimeric G pro-
tein composed of the Gpalp (Ge), Stedp (GB), and Stel8p
(Gy) subunits mediates pheromone-induced growth arrest.
Activation of the G protein promoted by the binding of pher-
omone involves dissociation of the o subunit from the By
dimer, which in turn activates a cascade signal that induces the
expression of genes whose products are needed for conjugation
(17). Lack of Gpalp produces arrested cells with a transient
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FIG. 1. Primary structure of yeast Ge subunils. Rectangles below protein, inserts bigger than 29 amino acids. Amino acid sequences at t.llc
amino terminus are aligned, showing the consensus sequence for N-myristoylation. G1 and G2, conserved regions [or guanine nucleotide binding
and hydrolysis domains. Deviations [rom conserved sequences are boxed. N-to-K replacement at the G2 region Lhat in S. cerevisiae confers the

constitutive mating response is indicated. KI, K lactis; Sc, 5. cerevisiae; Sp,

ability to mate, indicating that Gpalp plays a negative role in
the response to the mating pheromone. We tested if tack of
KiGpalp has the same efiget on the pheromone response path-
way of K. factis. DisrupYon of KIGpal of the strain 155 (Mata
ade2 tis3 uraA) was dipeh¥-homotogous recombination using
a cassctte containing thi4ad marker anked by fragments of
393 (from position 377 to 770) and 206 bp (from position 914
to 1119), respectively. Disruption of the gene and lack of its
messenger were confirmed by Southern blot and Northern blot
analyses, respectively (not shown}, Unlike what was found for
disruption of Gpal, which causes shmoo formation and lethal-
ity in 8. cerevisiae {6), K lactis haploid cells carrying the dis-
rupted allele were viable (Fig. 2A) and no significant effect on
morphology and doubling time was observed. Although in mat-
ing cultures wild-type K lactis cells do not show visible shmoo
morphology, we have observed that the number of budding
cells js reduced two- to threefold, which supgests that growth
arrest is induced by the mating partner. In addition, the dis-
rupted strain had a dramatic impairment in mating (Fig. 2A)
and forming diptoids, showing a 20-fold reduction from the
wild-type efficiency. This defect is totally reversed by expres-
sion of wild-type KIGpal under the control of its own promoter
(Fig. 2B). Distuption of KIGpal in a Mata background (strain
12/8 [Mata argA lysA uraA]) has the same effect as that in the
Mata cell, ie., a 20- to 30-fold reduction of mating efficiency,
and the level of mating of both disrupted strains (AKlgpal X
AKlgpal) is 0.001 of the wild-type level, Besides, after 72 h of
incubation diploids appear in the selective medium.

On the other hand, disruption of KIGpa2 did not affect
viability or mating (Fig. 2A). As we showed, cells lacking
KiGpa2p have a slight increase in doubling time and reach
stationary phase much earlier than wild-type cells (25), indi-
cating that they have a defect in monitoring nutrient conditions
of the medium.

One possible explanation for the apparent sterile phenotype
of AKIGpal is that an excess of KIGpa2p is able to bind free py

§. pombe; Ca, Candida albicans; Cn, C. neoformans.

produced either by pheromone activation or by lack of
KIGpatp. If this assumption is true, then overproduction of
KIGpa2p should block the mating of wild-type cells and the
doulie mutant (AKigpal? AKigpa2) should be lethal and tran-
sicntly able to mate. To test this hypothesis, we transfected
wild-type cells with a multicopy plasmid carrying KIGpa2 undcr

W.T.

w AKlgpal

(0.05)

AKligpa2
(0.89)

AKlgpal +
KiGpalp
AKlgpal (0.52)

(.05)

F1G. 2. {A} Effcct of KiGpal and KIGpa2 disruplion on growth
prapertics and maling of K laciis cells. Strain 155 (Masoc ade2 his3
urad), containing the wild-type (W.T.) or the disrupted alleles, was
grown for 24 h on YPD plates (left) and then was replica plated Lo a
YPD plate containing a lawn of the strain 128 (Mare argA bsAd urad)
and incubated overnight at 30°C to allow cells 1o mate. Diploids were
selected on 5D medium supplemented with uracil (right). Numbers in
parentheses, mating efficiencies relative to that of the wild type. Cells
of the sirain to be mated were combined with cells of the tester strain
(12/8) on nitrocellulose membrane filters, placed on the surface of a
YPD plate, and incubated overnight at 30°C. Cells were diluted and
plated on SB medium, Mating eficiency is defined as the number of
diploids divided by the number of haploids of the strain being tested.
(B) The AKigpa! strain canrying cilther YEpKIYHis or YEpKDHis-
KIGpal was grown on YPD medium for 24 h. Patches were replica
plated to a YPD plate containing a lawn of the Lester strain, incubated
overnight at 30°C, and replica plated to selective medium for diploids.
Mating efficiencics {in parentheses) were calculated as for panel A.
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W.T.
(1.0)

W.T. +
KlGpa2p
(0.45)

FIG. 3. Strain 155, transfected with cither YEpKDHis or YEpKDHis-
KiGpa2, was grown and mated as indicated for Fig. 2B. Patches of
diploid celis were sclected on SD supplemented with uracil. Mating
efficiencies (in parentheses) were calculated as indicated for Fig.
2A. W.T., wild type.

the control of its own promoter. As siiown in Fig. 3, mating was
slightly reduced, indicating that KiGpa2p has the potentiality
to interfere with the pheromone response pathway. As men-
tioned earlier, KIGpa2p docs not participate in the mating
pathway since cclls devoid of this subunit are viable and able to
mate at wild-type levels. In addition we constructed the
AKlgpal AKigpa2 mutanl Disruption of both Gu alleles was
done in a homozygdl[sﬁ;_mjlumj hisAihisA diploid with the
Klgpal:Um3 and Kigpa2:is3 cassettes. Distuption was fur-
ther confirmed by Southern blot analysis, and the lack of their
messengers was confirmed by Northern blotting. The double-
mutant diploid was then transferred to sporulation medium,
and 10 tetrads were dissected. A first observation was that
sporulation of the double mutant was defictent compared with
that of wild-type cells and with that of the AKIgpa2 strain, i.e.,
wild-type cells and the mutant lacking KIGpaZp yielded four
viable spores. Sporulation of the double mutant was deficient,
and in most cases only three spores were able to grow. The
inviable spores had either a Agpal or Agpal Agpa2 genotype.
This result may suggest that the product of KIGpa/ is necessary
for proper sporulation of diploid cells. Auxotrophic markers
were tested in haploid segregants, and surprisingly clones hav-
ing both Ura* and His* allcles were obtained. This striking
result indicates that the AKlgpa! AKlgpa2 double mutant is
viable (Fig. 4). In this double mutant the sterility impairment
observed in the AKlgpal strain persisted (Fig. 4). Double-
mutant cells carrying the KIGpal gene under the control of its
own promoter grew normally and were able to mate (not
shown), which indicates that KIGpalp is required to trigger the
pheromone response pathway in K lactis.

All these observations suggest that KIGpalp has a positive
role in mating and that its activation by a pheromone via a
receptor (if this is the case) is a required step for conjugation.
In 8. cerevisiae cells, constitutive activation of Gpalp, achieved
by replacing asparagine 388 with lysine, induces growth arrest
and morphology defects in the absence of a pheromone (15).
We fested the effect that the equivalent constitutively active
KiGpal alMele, ie., KiGpalp(K’™) (Fig. 1), has in the mating
properties of K lactis, by transecting both wild-type and

J, BACTERIOL.

FIG. 4. The wild type {W.T.) and the AKlgpal AKigpa? double
mutant were grown and mated as indicated for Fig. 2. (Right) Growth
on YPD medium. (Left) Diploids grown on SD selective medium,
Mating efficiencies (in parcnthescs) were calculated as indicated for
Fig. 2A.

AKIgpal cells, Figure 5 shows that, rather than bypassing the Fs

pheromone requirement for mating, KiGpalp(K***) reduces
mating in wild-type cclls and is unable to restore the mating
competence of the AKlgpal mutant. Cells expressing the con-
stitutively active KIGpa[ alicle are still viable and do not have
a significantly different doubling time.

Finally we tested the cffects that expression of both KIGpalp
and KiGpa2p have on the mating responsc pathway of S. cer-
evisiae. While no significant effect was obscrved in a gualitative
experiment of diploid formation, i.c., §. eerevisiae cells carrying
either KIGpa! or KIGpa2? mate normally, we observed a weak
cfiect of KIGpalp on the cxpression of Fus! measured with the
Fus1-LacZ fusion {21). Wild-type cclls expressing KlGpal in a
multicopy plasmid show 1.5-times-lower B-galactosidase activ-
ity than cefls carrying the vector alonc. Although in vivo
KIGpalp does not seem to rescue 5. cerevisiae Agpal cells from
lethality, we were able 1o observe the association between
KiGpalp and the Stedp (GP) subunit using the two-hybrid
assay {data not shown). Indeed, association experiments indi-
cated that KIGpalp has an interaction that is almost 20% that
of the cognate Gpalp-Stedp association, KIGpaZ2p fails to show
any association with Stedp in these assays.

T AKlgpal
(1.oy (0.0%)
W.T. + 2 {gsm"f *
KIG pal a
(ll.‘»i)w P (o.qz'P P
W.T. + AKlgpal +
Klgpalp(i(‘“) Klealp(K’“)
(0.35) (0.04)

FIG. 5. Wild-type (W.T.) and AKigpal strains transfected with vee.
tor alone, vector plus KIGpal, or vector plus KIGpa (K™} were grown
(A) and mated () as indicated for Fig. 2. Diploids were selccted on
S medium. Mating cficiencies (in parentheses) were calculated as
indicated for Fig. 2A.
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DISCUSSION

We have isolated the K. lactis Gpal gene, which encodes a
heterotrimeric Go subunit homologue, The deduced primary
structure of the protein predicts similarities with Ga subunits
from different species of yeast. In fact it shows, depending on
the exact alignment, 72% similarity and 64% identity with its S.
cerevisiae counterpart.

The functional role of KIGpalp was inferred from genetic
studies of a Kigpal-disrupted strain. Disruption of the KIGpal
allele resulted in haploid viable cells with a strong deficiency in
mating. In contrast, Gpalp from S. cerevisiae has a negative
rale in the pheromone response pathway, i.e., disruption of the
associated gene causes arrested cells in G, phase with a tran-
sient ability to mate, while its overexpression reduces the pher-
omone response and mating. Therefore, K lactis scems to be
the first example of budding yeast where Gpalp is a positive
element in the mating pathway. Ga subunits playing positive
roles in mating have been described in other yeasts: Gpalp and
Gpa3p in the basidiomycetes Cryptococers neaformians (1, 27)
and Ustilago maydis (23), respectively, and Gpalp in the fission
yeast Schizosaccharomyces pombe (20).

In S. cerevisiae cells, the Gl?:ydimc'r transmits a pheromone
signal to downstream clements to facilitatc mating (5, 29). If
parallclism can be drawn between the K. lactis and §. cerevisiae
mating pathways, the mating inhibition effect of KlGpa2p
could come from its inlcrdction with the Gpy dimer. In fact
AKlgpal cells, allllnug;hfé'fffi[i:, show a weak ability to mate
{Fig. 2), which indicatessta other gene products (eg, Giy)
sre participating in (he mating pathway. b this miesde! ol co-
operative KIGpalp and Gy signaling, activation of KiGpalp
by artificial means fie., KiGpalp(K**]) should bypass the
pheromone requirement and cells should increase mating. In
fact the opposite is true, i.e., the activated form of KiGpalp
(GTP bound) does not rescue AKlgap! cells fram sterility and
also reduces the mating of wild-type cells (Fig. 5). This indi-
cates that the real situation is more complex and suggests that
mating depends on a delicate balance of active and inactive
forms of Ga. The hypothesis that points to a cooperative role
for G in mating remains to be proved, especially since the
identified GB subunit in §. pormbe may play an inhibitory role
in mating as described previously (13} and/or could be involved
in the regulation of adenylate cyclase in response to glucose
detection (16). In fact, we have identified the putative KISte4
gene (unpublished results), which encodes a protein with 48%
identity to ScStedp. Unlike the GB subunit of 8. pombe (13,
16}, KiStedp contains the amino-terminal coiled-coil structure
found in ScStedp, which indicates that this protein has the
potentiality to associate to a G+ subunit. Therefore, it becomes
essential to investigate the putative role that the GB subunit
may play in the pheromone response pathway of K lactis.
Failure of cells expressing the KIGpalp(K*™) subunit to enter
into growth arrest and induce mating may serve as a useful
screen to identify the putative positive effector of KiGpalp.

K lactis has at least two G protein o subunits that are
involved in two different pathways, While KiGpalp partici-
pates in the mating pathway, KIGpaZ is implicated in regula-
tion of the adenylyl cyctase (25) and, as we showed here, is able
to partially interfere with mating. These data suggest cross talk
between these two proteins and, although we have not inves-
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tigated a possible role of KiGpalp in cAMP regulation, a
relationship between cAMP and mating signaling pathways
may exist. In fact, it has been shown that, in §. cerevisiae cells,
the a pheromone suppresses glucose-stimulated cAMP forma-
tion (2). This effect is dependent o the Ste2 receptor and the
Stedp subunit and may invelve the Ga subunit encoded by the
Gpa2 gene (22).

Although KIGpalp from K lactis is structurally cotinear and
shows high similarity with its 5. cerevisize counterpart, it plays
a divergent role. In fact, it is unable to functionally replace
Gpalp, which, in §. cerevisiae, connects the pheromone stim-
ulus with the mating response. It may be that, although
KIGpalp may interact with Stedp, as seen in the association
experiments, It cannot be activated by the pheromone-bound
receptor.

The results here described point to the model in which, in K.
lactis, Gpalp functions as a positive factor that transmits the
signal from a pheromone receptor to a downstream effector(s).
En this respect the KiGpalp subunit is equivalent to Ga sub-
units from other yeast species and even to mammalian sub-
units, which places the Gpalp of §. cerevisige in the special
context of metazoan Ge subunits.

Besides the evolutionary relationship between these budding
yeasts and the similarities that they share in scxual reproduc-
tion, it sccms that they have developed divergent mechanisms
for pursuing the same goal, i.e., mating of haploid cells.
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Seccion IV.2 Ensayos de interaccién entre las subunidades Ga y la subunidad Gf en X lactis

Dentro de los diversos campos de estudio dedicados a las proteinas G se encuentra la
identificacién de los residuos involucrados en la asociacién entre subunidades. Esta linea de
investigacién es importante para definir la especificidad de la interaccion enfre las muy diversas
subunidades Gau y GPy. La cristalizacién de un heterotrimero afy de mamifero(Lambright, 1996) ha
permitido identificar algunas de las regiones y residuos especificos de interaccion (figura 4). La
genética ha sido otra herramienta empleada para definir interacciones moleculares; de esta manera,
antes de conocerse la estructura cristalina de las proteinas, los analisis genéticos mostraron que el
extremo amino terminal de las subunidades « era importante para la union con By (Denker ef al,
1992) y, en andlisis mas detallados, se han logrado identificar residuos especificos de interaccion de
estas subunidades (Conklin y Bourne, 1993, Whiteway ef al, 1994). Utilizando el sistema del doble
hibrido (Fields y Song, 1989, figura 10) realizamos un analisis general de la interaccién de las
subunidades o, KIGpalp y KiGpa2p, y 8, KiStedp, de K. factis. La figura 11 muestra los resultados
de la determinacion de B-galactosidasa (ver anexo 1). Estos resultados muestran que la interaccion
entre KIGpalp y KliStedp, es aproximadamente 15 veces mayor a la que existe entre KiGpa2p y
KlSte4p. Por otra parte, la figura 12 muestra los datos de los ensayos de interaccién de subunidades
heterdlogas, esto es, las subunidades o de K. lactis con la subunidad B de S. cerevisiae, y viceversa.
Los datos muestran que la subunidad Gpalp de S. cerevisiae es capaz de interactuar con Stedp y con
Klste4p de manera similar, mientras que con las subunidades Go de K. Jactis se repite el fenomeno
observado: KiGpalp es capaz de unirse a Stedp, aunque con menor fuerza a la observada en el
ensayo con la subunidad B homéloga, y la magnitud de esta interaccion es aproximadamente 5 veces
mayor a la que existe entre KIGpa2p y Stedp. Sin embargo, como hemos reportado, esta interaccion
no es suficiente para que KiGpalp rescate una mutante letal AGpal, ni la expresiéon de Gpalp
restablece la capacidad de apareamiento a una mutante AK/Gpal.

La resolucién de la estructura cristalina de las subunidades o y By , por separado (Noel et al, 1993,
Sondek er al, 1996) y formando el heterotrimero (Wall et al, 1995, Lambright er al, 1996, figura 5),
permitié conocer en detalle las dreas de interaccién de estas subunidades. Como previamente se
habia establecido (Denker et al, 1992), el extremo amino de la subunidad o es una region importante
para la interaccién con By, principalmente los primeros 25 aminoécidos y en especial cinco
aminoacidos ubicados en esta regién (figura 4). Existe otra region extensa de interaccién que
involucra residuos de, o adyacentes a, las regiones de switch [ y Il (figura 4). Comparando las
secuencias deducidas de aminoécidos de las subunidades o de S. cerevisiae y K. lactis utilizadas en
los ensayos de interaccidon, podemos observar que entre Gpalp y KiGpalp la mayoria de los
residuos importantes para la interaccidn con Py son idénticos, lo que no sucede con KlGpa2, en
donde los cambios no son no siquiera conservados (figura 14), aunque al parecer la estructura sigue
siendo basicamente la misma para las tres. Estos cambios podrian explicar en parte los resultados
obtenidos en los ensayos de interaccion, pero seria importante realizar un analisis de los residuos de
la subunidad B involucrados para concluir en detalle.

Por otra parte, se sabe que la modificacion postraduccional por adicién de acido miristico que

sufren algunas subunidades o (el grupo Go y algunas del tipo Gi) aumenta su afinidad por By (Jones
et al, 1990). Tanto Gpalp como KlGpalp contienen la secuencia consenso reportada para la union
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Figura 11. Ensayos de interaccion entre las subunidades Ga, KlGpalp y KlGpa2p, v la
subunidad B, KlStedp, de X. lactis. Cts 1-2p corresponde a la endoquitinasa de S. cerevisiae,
utilizada como control negativo de interaccién. La actividad de B-galactosidasa corresponde al
promedio de tres ensayos independientes
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340
315

299
400
375

358
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435

K. lactis y S. cerevisiae: K1Gpalp, KlGpa2p y ScGpalp. [J Residuos involucrados en la
interaccion con By (segin Lambright et al, 1996)
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de este 4cido graso (figura 1 del articulo Savifién-Tejeda, 2000), lo que no ocurre con KiGpa2p, por
1o que, si ésta Gltima no es modificada, su union al dimero Py podria ser débil.

Por altimo, considerando lo reportado para otros organismos, KiGpalp podria ser la Vnica
subunidad o que forma un heterotrimero funcional con la subunidad GP hasta ahora clonada en K.
lactis: en S. cerevisiae, Gpalp, la subunidad involucrada en la respuesta a feromonas de
apareamiento, forma un heterotrimero con Sted4p/Stel8p; no se ha demostrado que la subunidad
Gpa2p interactlie con este dimero, y en la secuencia completa del genoma de esta levadura no se han
identificado nuevos genes de subunidades B o y. De igual manera, en el caso de la levadura S. pombe
s0lo se conoce una subunidad f (no se han identificado subunidades y) que participa en la activacién
de la adenilato ciclasa junto a la subunidad o Gpa2p, y que no parece interactuar con Gpalp, la
subunidad de la via de respuesta a feromonas (Landry et al, 2000). El hecho de que una subunidad
Go pueda regular una via de sefializacién sin necesidad de formar un heterotrimero con B y v es
comparable al caso de las proteinas monoméricas denominadas GTPasas pequefias, las cuales tienen
una estructura y un modo de regulacion similar al de una subunidad Go de proteina heterotrimérica,
transmitiendo y regulando una sefial a través de cambios conformacionales, intercambio de GDP por
GTP, e hidrolisis de este tltimo (Bourne et al/, 1990).
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V. Discusion general

El sistema de transduccion que se activa en respuesta a feromonas de apareamiento en S.
cerevisiae se ha utilizado como modelo para establecer los mecanismos de funcionamiento y
regulacion de las proteinas G, por lo que a la fecha es uno de los procesos mejor caracterizados
(Banuett, 1998). S. cerevisiae expresa dos subunidades Ga: Gpalp (o Scglp) involucrada en la
respuesta a feromonas de apareamiento (Dietzel y Kurjan, 1987; Miyajima et al, 1987), y Gpa2p, la
cual participa en el desarrollo pseudohifal a través de la regulacion de los niveles de AMP ciclico
(Lorenz et al, 1997).

En el presente trabajo hemos caracterizado dos subunidades Go. en K lactis, y aunque ambas son
estructural y funcionalmente muy similares a sus homdlogos de S. cerevisiae, la regulacidn de los
procesos en que estan involucradas es diferente. La subunidad KlGpalp, al igual que Gpaip,
participa en la respuesta a las feromonas de apareamiento, pero mientras que en S. cerevisiae regula
negativamente la via, en K lactis la subunidad o parece ser un elemento de control positivo en el
proceso de transduccién de la sefial, ya que la mutacién AKIGPA! disminuye, mas no elimina, la
capacidad de apareamiento de la levadura. De esta manera, el sistema de respuesta a las feromonas
de apareamiento de K lactis se asemeja a las de otros hongos menos relacionados como
Schizosaccharomyces pombe (Obara, 1991), Cryptococcus neoformans (Alspaugh, 1997) vy
Ustilago maydis (Regenfelder, 1997), los cuales expresan subunidades Go que regulan
positivamente el proceso de apareamiento, aunque K. lactis parece ser el primer ejemplo entre las
levaduras que se reproduce por gemaciéon que presenta este tipo de regulacion. Una mutante
constitutivamente activa no restablece la respuesta de la AKIGpal, por el contrario, disminuye la
habilidad para aparearse de una cepa silvestre. Lo anterior podria indicar que existen otros
elementos involucrados en la activacion de la via, como la subunidad 3, cuya participacién activa en
concertacion con la subunidad o ya ha sido sugerida en otros procesos (Landry, 2000). En el
laboratorio se ha clonado un gen correspondiente a una subunidad G de K. /actis. Mutantes que no
expresan este gen al parecer son estériles. Lo anterior sugiere que el proceso de apareamiento en
respuesta a feromonas en K. lactis efectivamente requiere de la accion de ambas subunidades, o y B.

Por otra parte, la subunidad KIGpa2p participa en la regulacion de los niveles de AMP ciclico, y,
aunque Gpa2p de S. cerevisiae tiene una funcién similar, esta wiltima parece actuar en concertacion
con la proteina Ras2 (Kiibler, 1997), mientras que en K. /actis no se han sido identificado proteinas
del tipo Ras y la disminucién de los niveles de AMP ciclico se debe Unicamente a la mutaciéon
AKIGP42. Adicionalmente, en K. lactis los procesos de apareamiento y regulacion del AMP ciclico
parecen estar interrelacionados, ya que la sobre expresion de KIGPA2 disminuye la capacidad para
aparearse de una cepa silvestre. En S. pombe y C. neoformans ¢l proceso de conjugacion se lleva a
cabo bajo condiciones de deprivacién de nitrégeno; en este ultimo y en U. maydis la subunidad
Go que participa en la respuesta a feromonas de apareamiento parece también estar involucrada en
la regulacion de los niveles de AMP ciclico (Regenfelder, 1997; Alspaugh, 1997), por lo que resulta
interesante investigar el efecto de los nutrientes en el proceso de conjugacion de K. lactis, y
determinar si los factores que activan la via de KlGpa2p se relacionan con el proceso de
apareamiento y la actividad de KIGpalp.
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Los ensayos del doble hibrido entre las subunidades o y B de K lactis mostraron gue la
interaccion de B con KlGpalp era mucho mas fuerte que con KlGpa2p. En S. cerevisiae solo ia
subunidad o involucrada en la respuesta a feromonas, Gpalp, interactiia con Stedp () y Stel8p (v),
formando un heterotrimero; la subunidad Gpa2p parece funcionar en ausencia de un dimero By
correspondiente. De igual manera, en S. pombe, al parecer la tinica subunidad Gp identificada, actia
al lado de la subunidad o involucrada en la regulacién de la adenilato ciclasa; no se ha identificado
la subunidad P que interactia con la Go que participa en la conjugacion, ni subunidades Gy. Con
base en lo anterior, en K lactis la Gnica subunidad GP hasta el momento clonada, al parecer
interactlia y actia unicamente con KlGpalp en la respuesta a feromonas de apareamiento, aunque
cabe la posibilidad de que ambas subunidades Ga desarrollen su funcién sin necesidad de formar un
heterotrimero,

Los datos anteriores nos permiten plantear un modelo sobre la regulacion de las vias mediadas por
proteinas G en K. /actis (figura 14). KlGpalp es el elemento positivo de la cascada de sefiales en
respuesta a feromonas de apareamiento, i.e. es la subunidad que transduce la sefial, pero al parecer el
proceso completo que prepara a la levadura para la conjugacion requiere la accidn de la subunidad B
(KIStedp), y también requiere la sefial transmitida por la otra subunidad Ga, KlGpa2p, la cual sensa
la condicidn de nutrientes en el medio. Aun no sabemos a que nivel de la cascada podrian actuar
KlSted4p y KiGpa2p, y si KIGpalp y KiGpa2p comparten la subunidad §.

Nuestros resultados muestran que la regulacion de las vias mediadas por proteinas G en K. lactis se
parece a la reportada en otras especies de levadura, diferentes a S. cerevisiae. El tipo de regulacidon
que presenta K /actis es inclusive analoga a la de las subunidades de Ia familia Gas de mamifero. Lo
anterior permite distinguir la situacidén de Kluyveromyces lactis como modelo alternativo en el
estudio de los sistemas de transduccion de sefiales. Por una parte, es un organismo facilmente
manipulable molecular y genéticamente, con el que funcionan la mayor parte de los métodos que
han sido desarrollados para S. cerevisiae y otros organismos relacionados. Por otro lado, posee
ventajas tinicas como lo es la propiedad de degradar eficientemente una gran cantidad de sustratos y
la habilidad excepcional para expresar genes heterélogos. Estos dos puntos, aunados al hecho de que
sus sistemas sean mas parecidos a los de organismos superiores, permitira que K ./actis sea utilizada
como modelo para ayudar a esclarecer los mecanismos de regulacion de los sistemas de
transduccion de sefiales en eucariontes. Adicionalmente, su importancia biotecndlogica puede ser
incrementada si se conocen los mecanismos de regulacion de las proteinas que son producidas por
esta levadura.

Otro punto de interés derivado de este trabajo, es la relacion evolutiva que guardan los organismos
eucariontes conocidos. De acuerdo a los resultados, la linea de evolucion seguida por S. cerevisiae
parece ser Unica. Aun un organismo que comparte con S. cerevisiae varias caracteristicas
fisiolégicas generales, como lo es K. lactis, en lo que a regulacién detallada de procesos se refiere es
mas parecida a otras especies. De esta manera, parece ser que S. cerevisiae, el modelo que se ha
tomado como representacion de los eucariontes inferiores que precedieron el camino en la evolucion
de especies superiores, no es el mas representativo. Por lo tanto, es importante conocer y estudiar
otros organismos cercanos y lejanos filogenéticamente a S. cerevisiae, pues esto permitird definir
mas claramente el proceso evolutivo de los eucariontes.

30



Feromona . Nutrientcs
@ ® O

/ Receptor

KIGpalp

Regulacion de
AMPc¢

Cascada de PR
respuesta a
feromona «

Figura 14. Modelo de regulacion de las vias de transduccion de sefiales mediadas
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VI. Perspectivas

El presente trabajo es apenas el comienzo del proyecto global de caracterizacién de los sistemas de
transduccidn de sefiales en Kluyveromyces lactis, pues los datos aportados tinicamente explican, y de
manera parcial, lo que ocurre a nivel de las proteinas G. Por lo tanto, es importante continuar no sélo
con la caracterizacion de los elementos que componen estas proteinas, determinando su funcién
especifica y la relacién entre ellos, sino extender el analisis a diferentes elementos que actuan al
Mismo nivel, y a otros que participan cascada arriba (i.e. receptores) y cascada abajo (i.e. efectores),
lo que permitira definir la regulacién concertada de estos procesos en K. lactis.
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Using chromosomal DNA from Kluyveromyces lactis as template and oligodeoxynucleotides designed from
conserved regions of various G protein alpha subunits we were able to amplify by the polymerase chain reaction two
products of approximately 0-5 kb (P-1) and 0-8 kb (P-2). Sequencing showed that these two fragments share high
homology with genes coding for the Ga subunits from different sources. Using the P-1 fragment as a probe we
screened a genomic library from K factis and we cloned a gene (KIGPA2) whose deduced amino acid sequence
showed. depending on the exact alignment. 62% similarity and 38% identity with Gpalp and 76% similarity and 63%
identity with Gpa2p, the G protein ¢ subunits from Saccharomyces cerevisine. KIGPA2 is a single-copy gene and its
disruption rendered viable cells with significantly reduced cAMP level, indicating that this Ge subunit may be
involved in reguiating the adenylyl cyclase activity, rather than participating in the mating pheromone response
pathway. KIGpaZ2p shares some structural similarities with members of the mammalian Gas family (stimulatory of
adenylyl cyclase) including the absence in its N-terminus of a myristoyl-modification sequence. The sequence
reported in this paper has been deposited in the GenBank data base {Accession No. L45105).

KEY WORDS — G proteins; a subunit; signal transduction; Kluyveromyces lactis; cAMP; yeast

INTRODUCTION Moreover, some of these genes have more than one
product due to alternative RNA splicing (reviewed
in Birnbaumer, 1990).

Signal transduction pathways mediated by
heterotrimeric G proteins, have also been found
in lower ecukaryotes such as Dictyostelium
(Pupillo er al., 1989), Saccharomyces cerevisiae
(Nakafuku et al,, 1987; Dietzel and Kurjan. 1987;
Nakafuku et al., 1988), Schizosaccharomyces
pombe (Obara er al., 1991; Isshiki et al.. 1992),
Candida albicans (Sadhu et al, 1992) and
Cryptococcus neoformans (Tolkacheva et al., 1994).
To date, two different Ge subunits have been
identified in S. cerevisiae and were designated
Gpalp (also known as Scglp; Dietzel and Kurjan,
1987, Nakafuku er af, 1987) and Gpap
(Nakafuku et al., 1988); one GP (Stedp) and
one Gy (Stel8p) (Whiteway et al., 1989). The
heterotrimer Gpalp/Stedp/Stel8p is required for
response (o mating pheromones. Upon inter-
*Corresponding author. action of pheromones with their respective

Mammalian signal transduction between seven
transmembrane segment receptors and a variety of
intracellular effectors, such as adenylyl cyclase,
phospholipases and ion channels, is mediated by
heterotrimeric G proteins composed of a, B and y
subunits (reviewed in Birnbaumer. 1992). Upon
guanine nucleotide exchange the a subunit dissoci-
ates from the By dimer and it is thought to confer
receptor and effector specificity; however, it is now
accepted that f and vy are also required for receptor
interaction and can regulate effector function
(reviewed in Tang and Gilman. 1992). G proteins
are a complex and diverse set of highly homolo-
gous subunits, The most complex is that of the o
subunit which can be divided into at least three
different families (as, i and aq), each divided into
subfamilies. Molecular cloning has revealed the
existence of at least 16 genes encoding a subunits.

CCC 0749--503X/96/ 111125 09
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receptors, Ste2p for ¢ pheromone in Mata cells
and Ste3p for a pheromone in Mata cells, the G
protein dissociates into Gpalp(GTP) and the
Stedp/Stel8p dimer, which in turn initiates a
cascade of events that result in transcriptional
activatlon of genes. morphological changes,
growth arrest in G| phase and mating competence
(reviewed in Kurjan, 1990). On the other hand, the
role of GPA2 is less clear because its disruption
does not cause any distinguishable phenotype nor
does its product complement the loss of Gpalp in
the mating response (Nakafuku er af., 1988). Over-
expression of Gpa2p, however, increases the
level of CAMP in wild-type cells and can suppress
a temperature-sensitive mutation of RAS2
{Nakafuku er al., 1988). Moreover, it seems that
Gpalp augments Ras-stimulated adenylyl cyclase
activity and this facilitation is selectively sensitive
to inhibition by a-mating factor (Papasavvas et al.,
1992).

Ga subunits involved in yeast mating pathways
have also been described in C. albicans (Sadhu
et al, 1992), § pombe (Obara et al.,, 1991) and
C. neoformans (Tolkacheva er al., 1994). However,
a S. cerevisine Gpalp homolog involved in regu-
lation of intracellular cAMP levels has only been
described in the fission yeast (Isshiki et al., 1992).

Nothing is known about the G protein-mediated
transduction systems in Kluyveromyces lactis. We
have taken advantage of the high level of similarity
between subunits of the G proteins to clone by
polymerase chain reaction (PCR) putative a sub-
unit(s) from K. lactis. We here identified a gene
whose product is involved in the regulation of
cAMP in this yeast.

MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids and media

Khoveromyees lactis strains used in this study
were: WM37 (NRRL Y-1140) (Mata, his3),
MD2/1 (Mara, argA, IvsA, uraA) (kindly provided
by Dr H. Fukuhara). Strain 136 (Mata, argA, his3,
wraAd) is a segregant of the cross between WM37
and MD2/1. and strain 135 (Mata, ade2, his3,
uraA) is a segregant of the cross between MD2/]
and KAS-6C (Mata. ude2, his3, leul) of unknown
origin (obtained from Dr A. Brunner). Homozy-
gotic urad diploids were freshly generated by
crossing strain 136 with strain 155. Escherichia coli
NM3522 strain was used to propagate plasmids and
to produce DNA for sequencing. KEpb shuttle

A. L. SAVINON-TEJEDA ET AL.

vector (kindly provided by Dr H. Fukuhara) was
used to transfect yeast cells. Chromosomal DNA
from strain WM37 was purified to construct a
genomic DNA library as described (Miranda et ai..
1995). YIp352 integrating vector carrying the Ura3
gene was derived from YEp352 (Hill ef al., 1986)
by removing the 2u replication origin and was used
for gene disruption. pTZI8R phagemid was used
to subclone DNA fragments for sequencing. YPD
medium contained 1% yeast extract, 1% bacto
peptone and 2% glucose. SD medium contained
0-67% yeast nitrogen base without amino acids,
2% glucose and 25 pg/ml of the required amino
acids. LB medium supplemented with 50 pg/ml
ampicillin was used to grow recombinant bacteria.

Design of oligodeoxynucleotides and PCR
amplification

Degenerate  oligodeoxynucleotides were de-
signed from regions corresponding to the highly
conserved guanine nucleotide-binding and hy-
drolysis sites (Figure 1) which are common to the
Go subunits from a variety of organisms: 35’
T(ATCG) GG(ATCG) GC(ATCG) GGIATCG)
GA(AG) (TA)CGXATCG) GG(ATCG) AA ¥
was designed based on the sequence LGAGESGK
and ¥ CA (AQ)TG (ATG)AT CCA (TOTT
(TOTT (ATCG)YC(GT) (TC)TC ¥ was designed
based on the sequence ERKKWIHC. Total DNA
from the strain WM37 was used as template
for amplification by PCR using the following
conditions: 94°C 5min, 50 cycles of 94°C 30s,
45°C 45, and 72°C 60 s, and a final extension of
10 min at 72°C. PCR products were subcloned into
the pCR™II vector (InVitrogen) and sequenced
fuliy.

cAMP determination

Yeast cells from wild-type WM37 and AGPA2
strains were grown to late log phase in YPD
medium, harvested, washed twice with water and
incubated for 24 h in YPD medium contamning
0-02% glucose. Cells were harvested, washed with
water and suspended in 25 mM-MES-TEA buffer
pH 6:0 at 50 mg cells/ml. 250 ul of this suspension
were stimulated with 100 mM-glucose for different
times. Cells were treated with 16% trichloroacetic
acid and frozen with liquid nitrogen. Samples were
then neutralized by three extractions with water-
saturated diethyl-ether, and dissoived in 50 ul of
50 mm-Tris (pH 7'5), 4 mM-EDTA., AMP was
determined using the radioassay kit provided by
Amersham.
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LOAGESGK
lyces Q@ =B " IF_I_F T DEE_LKN_IP_ H NVY_TT. _HDGSKE_.--.. AONELEASKYLLSAENK {114}
arath R IF__I__F T _DEG_LKS_VP__H_NVY_TI_L_HDGTKEF..... AQNETDSAKYMLSSESI (113}
dical IA_M_IT_LN__MDE_KSS_KTT_YNNTVG__RV_VNA_EE_K_GISENNKEAASRIS...... (110}
h v I__M_II ED__ GEDVK__KP_VYSNT___LAATVRAMDT __ EYGDKERKADAKMV...... {107}
casel M_I1I_NS___QF_ISNKRN_VC_NTV_A_GA_LDGMKQ QFDFSTRVCNAHEK I.. .. .. (107)
schpo __V, —.T_IM_ MR ¥SPp___QVV_K__RVM_FENI_S_LCL_LEAMDNSNVS_LPENEKYRA.VILR_HTE ({153
canal 7 R_SH__ C_V v_______ KK O .. NS_IPY. O I {114)
gpaly ._.___________ 0 _I_ N__F__IKE_IPL_YONLLEIGRN__QARTRFNVN_EPBCCLTOQ _SRTMSYE (203)
gpMly . NiLLLLCAGESGRSTVLKQLKLLHOGAFSHOERLATAQY TWADA 1OSMKILT IQARKLGIQLDCDDP INNKDLFACKRIL  (121)
lycas EIGEK_SE_GGRLDYPH. ...\ iuuttten it ettt eintas tetae e ia e aa i inannrnnss 131)
arath  AIGEK_SE GGRLOYPR. «\vu ittt teiean vena e ne e etennsaananse e (130)
Qicdl . .NDLG_HF_GV. . LTAELAGL « oo\ttt ittt et urrae eee et an v eanaeaatnensennnnannens {127
hiuman L oAb o o P Y (126)
caeel . RET_NDHAEYGPESDAME . .\ \rsttatsnssissenneuntnaeeneenrenecnsoneeneeennennsnnss (126)
i T (161)
canal _RS_PLKQIDASVAGGTDFLNDEVVYKYSEENKNKRRLKSTG . TTDIWGKDDD . SNINSDAINQALELSL_K_BE...... (150)
DAY  HPNRYTOOFPE . .. v vt tasitsee e e neneeetnnnannasennnassnnnnsnsmessesssnnnnnnsoins (214)
gpaly LKAKALDYINASVAGGSDFLNDYVLKYSERYETRRRVQSTGRAKAAFDEDGNISNVKSDTDRDAETVTONEDADRNNSSR (201}
IYCRE e LTK_LVOD EA _K._PA_QETLL_.G_ E_VPOCAH FME_L_R (174)
BEALD oot tiint e e LTK__EG_ET _K._PA_QETC__.G__L_VPDCTK_LME_LKR (173}
T D_A_A._P_ONEGQ_ . S5__ ND S_DR [163)
BUMAD ..ol e e as _MMR__G._S_QF__N_._R_Y_ND_K_TL_SLDR (162}
L _LTE__A.__VQCAYDK.REF_Y_HD_ _K_FL_R_AR {162}
BERADO e, YE_VHA_.TL_TKLR.TVOSCGTNLS_LONFY__Q H_DR {201}
T OFTRLS__E__HK__KL_S D_._______D____VVN {236}
T ___GV_ST__ALPSTODLVNGPNASK_Y_MD_TP_FME_FTR (256}
gpaly INLQDICKDLNQEGDDOMFVRKTSRE IQGQNRRNLIHEDIAKATKQLWNNDKGIKQCFAR . SNEFGLEGSARYYFONIEK  (280)

EREEWIHC

lyces _SDVH_IP_K_V_FA_R__ VV_IQ SPVGE_KK_GEVYRLF_V___ W_R___L _ (235}
arath LsD] [P_l\_V_‘{A VR___VV_ID SPVGE_KK GEVYRLF V. _N_R_ L (234}
dledi ISQ L LPSEN_V_RS_T____ I_ V_..... EQN._TRMV V. " M_ 0 (218}
human [GAAD QP _EG__RT V_____ V_H_..... TFKN.LH RLF V________ (217}
casel VHT___ _P_EN__ HT_VE_M_VI_VN_..... T_KG.KF_R_F_V Q D (217}
schpe IFD_Q_IPS_Q_ WC____ 8_ET_ . LLNRHHYRFF, . — (256}
canal =DT_LS_L D_.....LX_.FQ (291)
gpa2y IT___RP_QQ _RS_QM S_ FD_VI..... DM__DI_MHIY. v_______n {312)
gpaly mspnwc:'rnsnu,xcnxxmm'mgr ..... NIGS. SKFKVLOAGGORSERKKWIHCFE  {335)
Figure I. Alignment of amino acid sequences of Ga subunits from a variety of organisms. —, amino acid

identical to that in gpaly: .,

gap: numbers are relative to position of residues in each protein. Amino acid

sequences from which oligodeoxynucleotides for PCR were designed are bold-face and underlined. Lyces.
Tgal subunit from Lveopersicum esculennun: arath, Gpalp from Arabidopsis thaliana; dicdi, Gpalp from
Dicrvostetium discoideum: human. G, _ , from human; caeel, Gpalp from Caenorhabditis elegans: schpo,

Gpalp from Schizosaccharemyees pombe; canal, Caglp from Candida albicans,

gpaly, Gpalp from

Saccharomyces cerevisioe: gpaly, Gpalp from S. cerevisiae.

Chromosomal KIGPA?2 disruption

The Ylp352 integrative vector was derived from
the YEp352 plasmid (Hill et al., 1986) by removing
the "u replication origin. An EcoRl fragment
carrying the ongmal PCR product was obtained
from the pCR™II clone and subcloned into the
YIp352 digested with the same enzyme. The result-
ing plasmid was digested with Bg/ll, a naturally
occurring site present in the KIGPA2 open reading
frame at positions 348, 408 and 478, to give rise to
a linearized plasmid that carries 138 bp and 218 bp
as recombinant ends. The linearized plasmid was
then used to transfect a diploid strain (Mara,
Ade2lade2, ArgAlargA. his3this3, uradlurad) gen-
erated by crossing strain 136 with strain 155,
selecting for Ura™ transformants. Gene disruption
was confirmed by Southern blotting techniques.

Southern blot analvsis

Chromosomal dud plasmidic DNA blots were
hybridized with a *’P probe labelled with the

random primed system kit (Gibco, BRL). Blots
were hybridized overnight at 42°C, and washed
twice with 5 x SSC, 0-5% SDS: once with 1 x SSC,
0-1% SDS:; and once with 2 x SSC. All washes were
done at 42°C for 10 min.

Other methods

Yeast transformation was carried out either by
the alkaline cation method (Ito et af., 1983) or by
the plate method (Elbe, 1992). Molecular biology
procedures were performed as described by
Sambrook er al. (1992). Standard yeast genetics
procedures were done as described by Sherman
et al. (1986). Sequencing was done by primer
extension using the dideoxy-chain-termination
reaction {Sanger et al., 1987).

RESULTS AND DISCUSSION

The guanine nuclectide binding and hydrolysis
domain of the G protein o subunit is highly
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Figure 2. Ethidium bromide-stained 1% agarose gel showing
the products P-1 and P-2 obtained by PCR using chromosomal
DNA from strain WM37 us template. Lane |, MW marker
(Lambda phage digested with EcoRI1-HindIH); lane 2. PCR
amplification products.

conserved among different species. This domain
lies in several positions of the primary structure of
the protein that are gathered in two regions known
as Gl and G2. We designed two pairs of oligo-
deoxvnucleotides corresponding to these regions
(Figure 1} to amplify fragments of genes encoding
putative « subunit(s) from K Jlactis by means of
PCR. The expected size of the PCR products
according to the positions of the designed oligo-
nucleotides should vary from approximately
530 bp. for the mammalian type o subunits, to
860 bp for the largest gene cloned so far (GPAJ
from §. cerevisiae). Genomic DNA from strain
WM37 was amplified using the conditions de-
scribed in Materials and Methods. We identified
two products, corresponding to approximately
0-5 kb (P-1) and 0-8 kb (P-2) (Figure 2). These two
fragments were gel purified and subcloned into the
pCR ™I vector and sequenced fully in both direc-
tions. The nucleotide sequence showed fragments
of 337 bp (P-1) and 777 bp (P-2) respectively and
their predicted amino acid sequence (Figure 3)
confirmed that these are related to G protein «
subunits, A comparison of the amino acid se-
quence showed 60% similarity and 37% identity
between these two products. Close analysis of the
deduced amino acid sequences indicated that P-1
and P-2 PCR products could be fragments of the
GPA2 and the GPA! S. cerevisiae homolog genes
respectively.

Using P-1 fragment as a probe, we screened
a K. lactis genomic DNA library (from strain

A, L, SAVINON-TEJEDA ET AL.

2-1 SGEEGXSTVLOQLXILRONGFSREELLEYKPFIFDNIIRTGKDLAKARR
P-1 GGRSGKSTVLKOMEKLLE VIWADAIRSMRTLILGAG

TFNVOLEEDAETSESD. - o tvuvvmee i cnnnceoerooasaansan
KLGIELDSDLEKNAHSGOLVNTELHQCKEKI FRANTLDOIDAR IGGGSEFLNEVV

............................................ LDELLSQQYQ
LKYNGIGSKKKRQTTLGF RESNGADPEEEDETDAFLSEKLAGTSYTGSSETSEL

PTRLPCLPADLAXTLWNLQSTQDLLVSEHRESFYILMDEASYFYENLDRISEPKY
KRIDQSTNEEIAYAINTQDRGSD . NVSIGPSEFQOLEGEASYYFDNIEKFARVDY

IPTITOVIRTRKRTRILSGIFDTMIDLDKNLKLHFFDVGOORSERKENTE 179
VCDDMDILKVRIKTEXLTGITENSFKIGPS . RFKVYPAGGURSERKENIN 259

Figure 3. Amino acid sequence alignment of K factis PCR-
amplified P-1 and P-2 fragments. Identical amino acids are
bold-face. Gaps are representied by periods (.).

WM37) looking for the full-length gene (cloning
of the gene related to the P-2 product will be
described elsewhere). Four positive clones were
selected and analyzed with a set of restriction
enzymes showing similar patterns. The plasmid
carrying the smaller insert (approximately 9 kb)
was selected for further characterization. Southern
blot analysis of this clone, using the PCR product
as a probe, allowed the identification of a 1-9kb
Sall-BamHI fragment containing the complete
ORF. This fragment was subcloned into the
pTZIBR phagemid and sequenced fully. The
nucleotide sequence and its deduced amino acid
sequence are shown in Figure 4. The complete gene
spans 1113 base pairs (including the stop codon)
and encodes a putative protein of 370 amino acids
(starting with methionine).

A comparison of the deduced amino acid
sequence with the GenBank and EMBL data bases
revealed some degree of homology with the Gpalp
and Gpa2p subunits of the S. cerevisize G pro-
teins. According to the alignments shown in Figure
5, the overall homology is slightly more significant
with Gpa2p (64% similarity and 40% identity) than
with Gpalp (62% similarity and 38% identity). If
one excludes the extra amino-terminus from the
8. cerevisiae Gpalp subunit (first 75 amino acids),
the homology with KlGpa2p goes up to 76%
similarity and 63% identity, while remotion of the
internal extra domain from Gpalp (from position
142 to 243) does not change the homology signifi-
cantly. This finding strongly suggests that the
cloned gene is the K. flactis version of GPA2.

Detailed analysis of the amino acid sequence
of KlGpaZp shows an atypical Gl region of
the guanine nucleotide binding and hydrolysis
domain; GSGE (residues 52 to 55 in Figure §)
instead of the conserved GAGE found in most of
the Ga subunits. Substitutions of the conserved
alanine in this region have been found only
in some members of the mammatian aq family, in
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{-520) gtcgactcacgatgggggteccagagtgaatogtecoggtycanac
gatgctaacaggegraatgatgttaggasaggagetygtgacaagangcaggacaagasgastasanaggctasaggts
ctn:cgtuuatqctgcttcgautattaatancaqcaqtaqtqqtulgaccalnltcnqtnctgtatcgga.gchqtnc
tgtaagtaacggegtaggtantactgctgaatacgatastgoaaacaatassaatascgytaataataataatagtaat
aataatgataataatancaataataataacaacattggtaataatataaatggtaataataataatgacagegaaaaca
tteacgacagtaataatagtaatategasnacaagagatatttcaacaacatcaataccggagttttaaatggggttaa
tggtaatagtactaatagtgacaaggotttgtotaaccaattigatcagtogaataattcagagacecactctggaact

Atg aca ggg atc age cag gog ttg got ttg aac gat tct gga gta aat ggt cte gat act
¥ T & I 8 @ A L M L ¥ D 8 8 VvV K & r D T
gat ctg gca asa <gy aat ggc aca gtg aat got tca ggg ggt caa tct cot ggt gga tet
P L A K B ¥ ¢ T ¥V W A 8 O G @ 8 P G G =8
gay aca gta aat gca tta aaa gta tta tta ttg ggt tca ggt gaa agt ggg aaa tct ace
E T VvV ® A L ¥ ¥ L L L ¢ 8 @ X 8 4 K 8 T
gtt ttg cag cag ttg aaa ata tta cat caa aac ggt ttc agce aga gag gag cta cty gaa
v L [+] Q L K I L " Q n a r ] R ] L L E
tac aaa cct tte ate ttt gat aat ate att gaa act ggt asa gat ttg goc aag got aga
k 4 K 3 r I r D L I I E T a K D L A 4 A K
aga act ttc aat gtt cag tty gag gaa gat gob gaa ata tca gaa tca gat cta gat gag
R T FP N VvV Q0 L B E D A E I 8 B 8 D L D K
ctt ttg tca caa caa tat caa cct aca aaa ctt cct tgk tta cca gea gat cta goa aag
L L 8 g o Y @ # T F L P € L P A P L A K
aca ctht aaa ata cta tgy aac ctc caa tca act caa gac tta ctc gtg agt gaa cat aga
T L R I L L) N L Q 5 T Q D L L v ] E : | R
tee tot tte tat £tg atg gat agc goa agt tac ttt tac gag aac ttyg gac aga atc agt
g a 4 ¥ L L § D -] A a k4 r T E n L D R I ]
gaA cca aaa tat ata coc ace ate act gat gtt Atc aga aca agg aaa aag act tca ggt
E ? K Y I H4 T I T D v I L T / ) 4 K T [ ] G
att tte¢ gac act atg ata gat thg gat aag aac ttg aas cta cac ttc ttc gat gtc ggt
I P D T o 1 D L D X N L K L H r i 4 D v a
gga cag cgg tca gaa cgt aag aaa tgg att cat tge ttt gat aac gty aca ttg atc atc
G Q R -3 E - X K w 1 B C r D n v T L I I
CLt tgt gtc tct tha Coe gaa tac gat caa aca okt ¢tg gaa gac aat tca caa aat aga
P c v 8 L 3 E b 4 D Q T L L x D " a Q N R
tig gag gaa tct ttg atbt ¢LL CTL gac téa gty gta aac agt aga tgg ttt geca aga agt
L | E 4 L I L r D 8 v v 4 g R w A R H
teg gtg gth cta Ctt ttg aat aag ate gat att Ete get gaa aay ¢ttt cgt cac gt cct
a v v L | L ] K T D I Fr A E K L R H v H4
ttg gaa aag tac ttc cct gat tat act ggg ggc aaa gac atc aat aaa ot gcc aaa tat
L K X r P D k4 kd a a K ] 1 ] K A A K Y
att ctt tgg aga tht gtt cag ttg aat agg goc aat ctc aac ata tat cet cac gtc act
I L w R ) 4 v Q L L R A N L N I k4 ? B v T
caa gog act gat act tca aat atc aaa cta gtg ttt geot gea ate aag gaa act akte tta
Q A T D T a ] I X L v ¥ A A I K X T I L
gaa aac agc tta aaa gac tct ggt gtt ttg tag gga atg tga tag egg <ac atg aat act
E N 8 L K I 5§ @ ¥V & =

aaggataacaaattttatactaatgactitcaactttcaacttccaacttatcgaacagttttatgaggataatgaaa
tgtaagataatgtgatctatttoagtactaataatatcaacatcatgtaacgtgttateaccgaagectgtocttget
catgaagtttagteogataacaagaatgatttticctagtttgcaataatgtaaagtttttattaaatttcaggcaaat
ttaaaategttttggactggatee {1398)

Figure 4. Nucleotide sequence and deduced amine acid sequence of Gpa2 from
Khuyveromyees lactis. The sequence shown corresponds to the 1'9 kb Sufl- BamHI

1129

fragment.

the so-called «z subunit belonging to the ai
family (reviewed in Birnbaumer, 1992; Simon
et al.,, 1991) and in the recently cloned GPA/ from
C. neoformans (Tolkacheva et al., 1994),

The functional role of specific mammalian o
subunits cannot be deduced from their primary
structure. Instead, one of the most effective tools
for classifying « subunits is their sensitivity to the
bacterial pertussis (Bokoch er af., 1983; Codina
et al., 1983) and cholera (Johnson er af., 1978)
toxins. Thus. members of the Gai class are ADP-
ribosylated by pertussis toxin, uncoupling the G
protein from its receptor, while cholera toxin
ADP-ribosylates the Gus type of subunits, inhibit-
ing the GTPase activity (reviewed in Birnbaumer,
1990). The Gpa2 subunit from K. lactis does not
shows the cysteine residuc near the carboxyl-
terminus that has been identified as the site for
ADP-ribosylation by pertussis toxin. It does. how-
ever, possess the arginine (position 193 in Figure 5)

that is ADP-ribosylated by cholera toxin. Based on
this criteria it could be that KIGpa2p is function-
ally related to the Ges (stimulatory of adenylyl
cyclase) type subunits.

Some members of mammalian ai subunits, but
not the os class of proteins, are N-myristoylated
(Jones er al., 1990; Mumby ¢t al., 1990). N-
myristoylation is required for their association
with membranes and for their high-affinity binding
to the Gy dimer. Likewise, S. cerevisiae Gpalp is
N-myristoylated and this modification is necessary
for its efficient interaction with the Stedp/Stei8p
complex (Stone ef al., 1991). The amino-terminus
of KIGpa2p presents the sequence MXGXSXXX
(Figure 4) instead of MGXXXSXX that has been
recognized as the target for N-myristoylation by
N-myristoyl transferase (reviewed in Johnson
et al., 1994). This observation could mean that
cither KiGpa2 is not N-myristoylated. which
agrees with its putative functional similarity to
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MGLCASSEKNGSTPDTQTASAGSDNVGKAKY PPKOEPQKTVR TVNTANQQEKQOORQQOP 60

SPHNVKDRKEQNGSINNA- - PTATA- T~ -S0QINI~5-L-DRSS-VAAQP-LSDASSGSN 120
............... MTGISQALALNDSGVNGFDTDLAKRNGTVNASGGQS . . . PGGSET 42
.................. MGCTVSTQTI-D. . .ES-PFLG-KRA-DVIE--L.QLEXQRD 18

DKE---~=-- LT T ——— EQ-IK~--I~L=YQ~LL-I-RN-IQ-~TR 180
VHALKVLLLGSGREGRSTVLOQLEI LHONGP SREELLEYKPF IFDNT TETGRDLAKARRT 102
K-EI-L---~A=======-K---L~-~G---H0-R~0-AQV-WADA-QSM-I-IIQA-K 98

==-N--PEC-LTQQ--SRTM-YEMPNNY TGQF ~E=T=GVIS T . vt v v vt vnnnnss

FNVQLEEDAEISESDLDELLSQOYOPTRLPCLPADLAKTLEIL . « v v cv v vv e e e s 145

Gpal LGI--DC-DP-NNK--FACKRILLKAKA-DYIN-SV-GGSDF-NDYVLKYSERYETRRRV 158
BPA2 e e e e e e 223
e T 45
Gpal QSTGRAKAAFDEDGNISNVKSDTDRDAETVTQNEDADRNNSSRINLODICKDLNQEGDDQ 218
GDR2 . .. “A-P-.---, . -VNGPNA-K.-~~~—= TP==-M~-=F 254
KIGPR2 ... ... it innnneiana WNLQS . TOD, .LLVSEHRSS . FYLMDSASYFYENL 176
Gpal MFVRKTSREIQGONRRNLIHEDIAKAIK-LWNN-KGIKQCFA--NE-Q-EG--A-YFD-I 278
Gpa2 T--TS-N-R--QQ-IL~S-QM----=-=-~ V—-MGSDI~M-I¥ = mommm o mme e I
KlGpa2 DRISEPKYIPTITDVIRTRKRTSGIFDTMIDLOKNLEKLHFFDVGGORSERKENIECFDNY 236
Gpal EKFAS-N-VC-DE-ILKG-I--T--TE-EFNIGSS.-FKVL-A--——-~==ce=n=x EGI 337
6pa2 --Veommommmmman M--KN---FQ---V~=-NI--=n==== R Liwmwmm 174
KlGpaZ TLIIFCVSLSEYDQTLLEDNSONRLERSLILFDSVVNSRWFARSSVVLFLNKIDIFAEKL 296
Gpal -AVL-VLAM-----M-F--ERV--MH--IM~-~TLL--K--KDTPFI~=------ L-E--V 397
gpal -K--M-N--—----- - L e T R------ m
K1Gpa2 RHVPLEKYFPDYTG.GKDINKAAKYILWRFVOLNRANLNIYPHVTQATDTSNIKLVFAAL 155
dpal KSM-IR------ Q-RVG-AEAGL-~FEKI~LS~-KT-KP--VKR-C~-~-QTM-F-L§-V 457
Gpa2 ------- T-=====~ 0 449
KlGpa2 KETILENSLKDSGVL 170
Gpal TDL-IQON--KI-II 472
Figure 5. Amino acid sequence alignments of Gpa2p from K. lactis and Gpalp and

Gpa2p from 8. cerevisine. The KIGpa2p is shown in its full length. Dashes (-} and periods
(.) represent identities and gaps. respectively. KIGpa2 amino acids identical to at least one
of the 8. cerevisiue proteins are boid-face,

mammalian as subunits, or that the N-myristoyl

Ura*
the

transformants. The heterozygous GPA2/

transferase recognizes KlGpa2p amino-
terminus as a target for post-translational modifi-
cation. It is worth noting that, in contrast to
KIGpa2p, Gpa2p from S. cerevisiae contains
the potential amino-terminus sequence for
N-myristoylation (Nakafuku et al., 1988).

To determine whether the similarity between
KlGpaZp and S. cerevisiue Gpa2p is just a coinci-
dence or whether it is related to the fact that both
proteins have similar roles, we investigated the
effect of disruption of the chromosomal copy of
KIGPA2. Chromosomal KIGPA2 was transplaced
by a DNA fragment containing GPA2 cloned into
the integrating vector Ylp352 which carries the
selectable URA3 marker. The linearized plasmid,
obtained by digesting with Bg/ll (a naturally oc-
curring site present in the KIGPA2 open reading
frame at positions 348, 408 and 478), was then
used to transfect a diploid strain (Martala, Ade2/
ade, ArgAlargA. his3lhis3, uradlura4) generated
by crossing strain 136 with 1355, selecting for

gpaZ::URA3 diploid was sporulated and ten
tetrads were dissected to separate the haploid
meiotic spores. Each tetrad gave four viable
spores, indicating that GPA2 is a non-essential
gene, Southern analysis of several urad and Urad
segregants confirmed that the disrupted gpa2 allele
always co-segregated with the Ura® phenotype
in a 232 proportlon Genomic DNA restriction
fragments carrymg the gene for KlGpa2p

were identified in both wild-type (WM37) and
disruptant (AGPA2) clones by hybridizing with the
radiolabeled PCR product (P-1) according to the
conditions described in Materials and Methods.
Figure 6 shows an example of the gene structure
found in the disruptant clones, compared with that
of the wild-type strain. Digestion of chromosomal
DNA from AGPA2 with Asp718 and HindIII give
rise to two hybridizing fragments due to the pres-
ence of one site for cach enzyme in the mlegratmg
plasmid Y1p352, while in the wild-type strain only
one fragment can be visualized (the larger band
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Figure 6. Southern analysis of chromosomal DNA from
disruptant and wild-type strains digested with several restric-
tion enzymes and schematic representation of the 19 kb frag-
ment carrying the GPA2 open reading frame. The blot was
probed with the “P-labeled P-1 PCR fragment. Solid box

indicates the probe: hatched box indicates the open reading
frame. A. Asp718; B. Bgill: Ba. BamH1: H, HindIll; X, Xbul.

observed in the Asp718 digestion of AGPA2
chromosomal DNA corresponds to a partially
digested fragment). The region capable of hybrid-
izing with the probe was split by Xbal into two
fragments in both the disruptant and the wild-type
strain due to the presence of one site for this
enzyme within the region of the open reading
frame that is recognized by the probe (Figure 6).
Southern analysis of the wild-type chromosomal
DNA  with several other restriction enzymes
indicated that this is a single-copy gene in K. lactis.

The disrupted haploid segregants were unaltered
in their mating capacity, and wild-type cells over-
expressing KlGpa2p mate normally, indicating
that Gpa2p does not participate in the pheromone
response pathway of X, lactis. In addition. mutant
cells grew at the same rate as wild-type cells;
however. the number of cells in saturated cultures
of the disrupted strain was twice that of wild-type
cultures. This may indicate that the function(s)
that are interfered with by AKlgpa? relate to
deregulation of monitoring nutritional conditions,
suggesting similarities with the effect of GPA2
disruption in S, pembe (Isshiki et al., 1992).

The alternative system in which yeast Ga sub-
units have been implicated is the regulation of
adenylyl cyclase activity, either directly or acting in
concert with the R4S2 product (Isshiki et al., 1992:
Nakafuku e al., 1988: Papasavvas ef af.. 1992), To
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Figure 7. Time course of cAMP production by wild-type
(squares) and gpa2 distupted (circles) strains. Cells were pre-
pared as indicated in Materials and Methods. The reaction
was slarted at time zero by the addition of 100 mm-glucose.
Aliquois were withdrawn at the times indicated and cAMP was
determined.

examine the possibility that KIGpa2p may also be
involved in the regulation of cAMP levels, we
studied the effect of this protein on cAMP forma-
tion. Figure 7 is a representative experiment of
the kinetics of cAMP formation in response to
glucose, measured in glucose-unrepressed cells
from both wild-type (WM37) and disrupted
(AGPA2) strains, following the protocol described
in Materials and Methods. Unlike S. cerevisiae,
where disruption of GPA2 has no effect on cAMP
production, inactivation of KlGpa2p significantly
lowered the levels of cAMP. Moreover. the dis-
rupted strain did not show the transient stimu-
lation that addition of glucose produced in
wild-type cells. These results indicate that the
KIGpa2 subunit is involved in regulation of cAMP
ievels, presumably by regulating the adenylyl
cyclase activity of K. factis and that this regulation
should not follow the same rules as those of
S. cerevisiae cells,

S. cerevisige cells overexpressing Gpa2p have
markedly elevated levels of cAMP and can sup-
press a temperature-sensitive mutation of RAS?
(Nakafuku er «l., 1988). Mating pheromone
inhibits Ras-linked adenylyl cyclase activation and
this is dependent upon the a-factor receptor
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(Stelp) and the G-protein B-subunit (Stedp)
(Arkinstall er of.. 1992). Indeed. it seems that
regulattion of adenvivl cycluse in S, cerevisiae
volves a crosstalk between Ras2p and Gpa2p.
although. in physiological conditions the contri-
bution ot the Gu subunit is rather uncertain. In
contrust, no evidence has been obtained to impli-
cate Ras protein(s) in the regulation of adenylyl
cyvelase in fission veast where Gpa2p seems to play
the major role (Fukui ¢r «f.. 1986: Isshiki er al.,
1992},

Here we showed that in K. fectis a heterotrimeric
Gu subunit {Gpalpy is involved in the regulation
of cAMP production. Others have recently shown
the possible participation of Ras-like protein(s) in
in viro regulation of adenylyl cyclase (Verzotti
er al.. 1994), Now the investigation of the K. fuctiy
CAMP pathway s becoming an important field to
assign specific roles to Rus and Gpa2 proteins in
the regulation of adenvivl eyclase activity.
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VII. Anexo B. Metodologias
Ensayo del doble hibrido

El sistema de interaccion que se utilizé esta compuesto por los pldsmidos pEG202, que contiene el
dominio de unién a DNA, pJG4-5, que contiene el dominio de activacion, y pSH18-34, en el que se
localiza el gen reportero LacZ. Los marcos abiertos de lectura de todos los genes fueron obtenidos
por PCR, utilizando oligonucleotidos disefiados con sitios de restriccién especificos. El marco
abierto de lectura de GPA/ fue clonado en el pEG202 como un fragmento EcoRI-Xhol (posiciones —
2y 1428); STE4 fue clonado el el pJG4-5 como un fragmento EcoRI-Xhol (posiciones —5 y 1284).
Los marcos de KIGPAI y KIGPA2 fueron clonados como fragmentos Ncol-BstEII (posiciones -2 v
1437) y EcoRI-EcoRI (posiciones —6 y 1134), respectivamente, en el pEG202, mientras que el
fragmento Sall-Sall que contenia el marco abierto de KISTE4 se clond en el pJG4-5. El gen de la
endoquitinasa de S. cerevisiae (Cts1-2) obtenido por PCR se cloné en marco en el pEG202 para
utilizarlo como un control negativo de interaccion. La cepa EGY48 de S. cerevisiae fue transfectada
cott las construcciones correspondientes a cada ensayo, y se creci6 en placas de SGal a 30°C por 12
hrs, después de lo cual se hicieron las determinaciones de actividad de B-galactosidasa

Ensayo cualitativo de B-galactosidasa

Las cepas a ensayar se crecieron en placas de medio minimo a pH 7 que contenian el croméforo
X-Gal, sustrato de la B-galactosidasa. Se incubaron a 30°C por 48 horas y se observo el desarrollo de
coloracién azul.

Ensayo cuantitativo de B-galactosidasa

Se crecié la cepa en medio minimo liquido durante toda la noche. Se centrifugé el cultivo 3
minutos a 5 rpm, se lavé dos veces con agua y se determiné el nimero de células por mililitro. Se
prepar6 un cultivo con 50 x 10° células en 1 ml de medio minimo de induccién (SGal) se incubd
por 15 horas a 30°C. Se centrifugd y se eliminé el sobrenadante; se resuspendieron las células en
250 pl del amortiguador de B-gal (Tris 1M pH 8, DTT 100mM vy glicerol) con PMSF (inhibidor de
proteasas). Se agregaron perlas de vidrio (0.5 mm de diametro) y se agit6 en el vértex a intervalos de
30 segundos, alternando con 30 segundos en hielo durante 5 minutos totales (se contintia con
intervalos iguales si después de este tiempo ain no se observa al microscopio el 90% de células
rotas). Se adicion6 amortiguador de B-gal, se mezclé y se centrifugé 15 min a 14 000 rpm,
recuperandose el sobrenadante. Se incubaron 100 pl de sobrenadante por 5 minutos a 30°C y pasado
este tiempo se agregé ONPG. Se incubé a 30°C hasta obtener coloracién amarilla y se ley6é en un
espectrofotémetro a 420 y 550 nm.
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