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J. Resumen 

Feliz aquél que pudo penetrar 
las causas secretas de las cosas 

Los ríos de color púroura 

Kluyveromyces lactis. una levadura petit-negativa, ha sido estudiada en los últimos afios 
con la finalidad de utilizarla como modelo de procesos celulares en organismos eucariontes 
superiores. En el laboratorio seguimos la línea de investigación que concierne a la cascada 
de respuesta a las fcromonas de apareamiento en K. lactis, mediada por proteínas G. Este 
proceso está ampliamente descrito en Saccharomyces cerevisiae. un hongo ascomyccto de 
la familia Saccharomycetae emparentado filogenéticamcntc con K. laclis. Gracias a esta 
relación, así como a los avances que se han logrado en el estudio de S. cerevisiae, se ha 
podido establecer la homología entre los componentes de ambos sistemas. Sin embargo, 
tenemos evidencia de que el proceso que estudiamos en K. lactis presenta características 
similares a los procesos semejantes de transducción en mctazoarios superiores. En este 
trabajo se presenta la clonación y caracterización de un nuevo elemento del sistema de 
respuesta a feromonas de apareamiento, Fusl. Esta proteína de membrana se requiere para 
la conjugación sexual de las células haploides y su distribución en la célula depende del 
estado de diferenciación del gameto. La transcripción del gen que la codifica se activa en 
respuesta a fcromonas de apareamiento de la célula del sexo contrario. Esta inducción 
tan~bién se presenta cuando se expresan dos elementos del sistema: una versión activa de la 
subunidad a. de la proteína G hcterotrímérica y el factor transcripcional Stcl2. El papel de 
la subunidad Ga. como transductor de la señal hormonal ya se había descrito. Sin embargo. 
no se había podido establecer su relación con otros componentes del sistema. Stel2 en K. 
lactis era un elemento conocido; no obstante, no se había probado su papel en el sistema de 
respuesta a feromonas en K. lactis. En este trabajo reportamos el papel de Stel2 como 
parte del sistema. Por los resultados obtenidos, podemos proponer un modelo de cómo 
pudiera llevarse a cabo la transducción de señales en la vía de respuesta a fcro1nonas en K. 
/aclis. 
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11- Abreviaturas 

µl 
3AT 
ADN 
AMP 
Amp 
ARN 
GABA 
GDP 
GTP 
Kan 
Kb 
Lb 
MAPK 
MI 
ONPG 
ORF 
Pb 
PCR 
r.p.m 
SD 
Tm 
WT 

Microlitros 
3-aminotriazol 
Ácido Deoxiribonucleico 
Adenosín monof"osfato 
Ampicilina 
Ácido Ribonucleico 
Ácido y-aminobutírico 
Guanosín dif"osfato 
Guanosín trif"osf"ato 
Kanamicina 
Kiloparcs de bases 
Medio Luria-Bertani 
MAP cinasa (pi. MAPKs) 
mililitros 
O-Nitrofcnil-J3-D-galactopiranósido 
Marco de lectura abierto 
Pares de bases 
Reacción en cadena de la polimerasa 
Revoluciones por minuto 
Medio mínimo para levaduras 
Temperatura media 

"Wild typc". Tipo silvestre 
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Cuando un hombre empieza a aprender, nunca sabe lo que va a encontrar. Su 
propósito es deficiente; su intención es vaga. Espera recompensas que nunca llegarán, 
pues no .sabe nada de los trabajos que cuesta aprender. 

"Pero uno aprende así, poquito a poquito al comienzo, luego más y más. Y sus 
pensamientos se dan de topetazos y se hunden en la nada. Lo que se aprende no es nunca 
lo que uno creía. Y así se comienza a tener miedo. Cada paso del aprendizaje es un 
atolladero, y el miedo que el hombre experimenta empieza a crecer sin misericordia, sin 
ceder. Su propósito se convierte en un campo de batalla. " 

"El miedo es un enemigo terrible. traicionero y enredado como los cardos. Se queda 
oculto en cada recodo del camino, acechando, esperando. Y si el hombre, aterrado por su 
presencia, echa a correr, su enemigo habrá puesto fin a su busqueda. Si el hombre corre 
por miedo, nada le pasa, solo que jamás aprenderá. Nunca llegará a ser hombre de 
conocimiento. Llegará a ser un maleante, o un cobarde cualquiera, un hombre inofensivo, 
asustado; de cualquier modo, será un hombre vencido. Su primer enemigo habrá puesto fin 
a sus ansias.'' 

"(Para superar el miedo) El hombre no debe correr, debe desafiar su miedo, y pese a el 
debe de dar el siguiente paso en su aprendizaje, y el siguiente, y el siguiente. Debe estar 
lleno de miedo, pero no debe detenerse. ¡Esa es la regla!" 
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l. Introducción 

l. 1- Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular de la familia 
Sacharomycetae que se encuentra de manera natural tanto en estado haploide como en el 
estado diploide. Las células en estado haploide pertenecen al sexo a o al sexo a 
(Herskowitz. 1988). Las células haploides de ambos sexos son morfológicamente idénticas. 
La única diferencia entre ambos tipos celulares estriba en la expresión de un grupo de genes 
que determinan el sexo. En las células en estado diploide estos genes no se expresan 
(Herskowitz y Oshima. 1981 ). En ambos estados. tanto haploide como diploide. las células 
presentan un crecimiento vegetativo en el cual se reproducen por gemación. Sólo cuando se 
encuentran células haploides de sexo opuesto se inicia la reproducción sexual. Este proceso 
está dividido en dos partes. la conjugación y la esporulación (fig. 1 ). 

La conjugación se inicia cuando una célula haploide de un sexo recibe un estímulo por 
parte de factores sexuales. conocidos como feromonas de aparcamiento. producidas y 
secretadas por la célula del sexo opuesto (Duntze et al .• 1970). La célula a produce un 
factor a y la célula a produce un factor a. Estas f"cromonas tienen su receptor específico en 
la membrana de la célula del sexo contrario. Cuando la f"eromona se une a su receptor se 
produce una cascada de señales necesarias para que se f"orme el gameto. Esta cascada de 
señales termina con la transcripción de los genes cuyos productos provocan la interrupción 
del ciclo celular en la f"ase G 1 y una serie de cambios morfológicos. adquiriendo una forma 
de pera conocida como ··shmoo''. seguido de un aglutinamiento de los gametos y por último 
la fusión membrana) y nuclear de estos gametos para formar diploides (Kurjan. l 990; Lipke 
y Kurjan. 1992). 

El estado diploide es estable. pero la csporulación se induce cuando el ambiente es 
desfavorable para la célula. En tal caso entran en un proceso de división meiótica para 
producir cuatro ascosporas. Toda vez que se liberan. maduran y germinan. dan origen a 
células haploides de ambos sexos. dos de sexo a y dos de sexo a. las cuales pueden seguir 
el ciclo vegetativo o el ciclo sexual de reproducción (Duntze et al. 1970). 
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Figura 1. Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae 
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1.2- Transducción de señales en las levaduras S. cerevisiae y K. laclis. 

Para que se lleve a cabo la conjugación sexual de las células se requiere de un proceso 
que se conoce como respuesta a feromonas de apareatniento. La vía por la cual se lleva a 
cabo está actualmente bien caracterizada en la levadura S. cerevisiae y es un ejemplo del 
fenómeno de transducción de señales mediada por proteínas G (fig. 2) (Herskowitz, 1988; 
Coria, 1993; Oehlen y Cross, 1994). 

En las células haploides, el receptor para la ferornona de la célula del sexo contrario se 
localiza en la membrana celular. Este receptor está a su vez acoplado a una proteína G 
heterotrírnerica cuyas subunidades son: Ga., codificada por el gen Gpal; Gp, codificada por 
el gen Ste4, y G-y, codificada por el gen Ste/8. Esta proteína G une, en la subunidad Ga., 
nucleótidos de guanina en forma de GDP o GTP. Cuando las tres subunidades están unidas 
se encuentran acopladas al receptor de ferornona. En este estado, la subunidad Ga. tiene 
asociado un GDP. Cuando el receptor interactúa con su ligando provoca un cambio 
conformacional que altera su asociación con el heterotrímero de la proteína G. Esta 
alteración causa a su vez que la subunidad Ga intercatnbie su GDP por un GTP, formando 
un complejo que tiene baja afinidad por el dímero py (Cross, 1990; Neer, 1995). El dímero 
py activa una serie de proteín cinasas conocidas corno Ste, provocando una cascada de 
señales que al final resulta en la fosforilación de la proteína Ste 12 (Nakayama et al., 1998). 
Stel2 es un factor transcripcional que activa los genes necesarios para llevar a cabo el 
proceso de apareamiento que dará como resultado la formación de los diploides (Oehlen et 
al. 1996). La proteína fosforilada Ste 12 reconoce una secuencia denominada PRE 
("Pheromone Response Elernent"), localizada en la región promotora de muchos genes 
involucrados en el sistema de respuesta a ferornona (Trueheart et al., 1987; Hagen et al., 
1 991 ;Crosby et al., 2000). 

Dentro de las levaduras pertenecientes a los ascornycetes. el sistema de respuesta a 
ferornonas se ha estudiado ampliamente en S. cerevisiae. Sin embargo. existen otras 
levaduras donde la investigación de los sistemas de transducción está en etapas iniciales, en 
cuanto a no sólo conocer cómo es que los organismos responden a estímulos ambientales, 
sino también para definir las semejanzas y diferencias respecto al sistema de respuesta a 
feromonas de S. cerevisiae. En este contexto. iniciamos el estudio del sistema de 
apareamiento de K. laclis; una levadura petit negativa, que, a diferencia de S. cerevisiae, es 
escencialmente aeróbica (Fukuhara et al., 1996). En K. lactis, la transducción de señales en 
respuesta a feromonas sexuales se ha estudiado sólo en fechas recientes y se desconocen 
casi todos los elementos involucrados en su sistema. Fisiológicamente. el proceso de 
conjugación sexual en S. cerevisiae y K. lactis se lleva a cabo de n1anera semejante; K. 
laclis presenta dos tipos celulares, denominados a y a. (Fukuhara et al. 1 996). Se ha 
reportado que las células de tipo alfa producen el factor sexual a (Brake et al. 1988) y se 
piensa que las células de tipo a producen feromona de tipo a (Fukuhara et al. 1996; Brake 
et al., 1988). En el laboratorio tenen1os evidencia de que estas fero111onas son secretadas al 
n1edio, tal como sucede en S. cerevisiae (Michaelis y Hersko'l.vitz. 1988) ya que cuando se 
exponen las células de un tipo al caldo de cultivo donde se crecieron células del sexo 
contrario a saturación .. intcrru111pcn su ciclo celular y pcnnancccn en la fase G 1 • 
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Figura 2. Slsterna de respuesta a las feromonas sexuales en la levadura Socchoromyces cerevlslae. 
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Esta feromona pudiera ser reconocida por su receptor específico en la célula haploide de 
sexo contrario. En el laboratorio clonamos la secuencia completa del gen Ste3 de K. laclis 
(KISte3) a partir de la secuencia parcial reportada en el banco de datos (Souciet et al., 2000; 
Bolotin-Fukuhara et al .• 2000). La secuencia primaria de KISte3 presenta una identidad del 
55% con el receptor que reconoce a la feromona a en S. cerevisiae (ScSte3). 

La estructura secundaria de la proteína Ste3 de K. /actis (KISte3) muestra que contiene siete 
dominios transmembranales. de la misma manera que la proteína ScSte3. ScSte3 está 
clasificado dentro de la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) 
aunque de manera separada. debido a que su secuencia de aminoácidos no presenta 
homología con todos los demás receptores que la integran (cerca de 2000) (Ji et al .• 1998). 
Los GPCRs comparten características estructurales similares; el extremo amino es 
extracelular. mientras el carboxilo es intracelular; todos presentan siete dominos 
transmembranales conectados por medio de tres asas intracelulares y tres extracelulares. La 
función de estos receptores es transmitir la señal al interior celular mediante la interacción 
de su extremo carboxilo con la proteína G heterótrimérica (Strader et al .• 1995). En el caso 
de S. cerevisiae. se ha caracterizado ampliamente la interacción del receptor de la feromona 
con las subunidades alfa y beta de la proteína G heterotrimérica (Dubc y Konopka, 1998). 
En el laboratorio tenen1os evidencia de que el extremo carboxilo de la proteína KISte3 
inteactúa con la subunidad Ga (KIGpal) y con la subunidad Gf} (KISte4), que forman parte 
de la proteína G heterotrímerica en K. lactis. Tenemos también evidencia de que la 
respuesta a feromonas en K. lactis se encuentra mediada por la proteína G acoplada al 
receptor de la feromona, ya que las mutantes en KIGpal o en KISte4 no responden a la 
fcromona y presentan un fenotipo estéril (Saviñón et al .• 2001 ;Durán-Avelar et al., 2001 ). 

En K. lactis pensan1os que. una vez activada la vía de respuesta a feromonas, los 
gametos requieren probablemente de un proceso de aglutinación y seguramente de un 
proceso de fusión para formar el diploide. El estado diploide en K. /actis, a diferencia de S. 
cerevisiae, es muy inestable (Herman y Roman, 1966; Fukuhara et al., 1996). Cuando el 
ambiente es desfavorable para la célula. la f"orma diploide en K. lactis comienza 
rápidamente un proceso de división meiótica, que da como resultado cuatro ascosporas que 
se liberan, maduran y germinan, produciendo dos células haploides de cada sexo, los cuales 
pueden seguir el ciclo vegetativo o el ciclo sexual de reproducción al igual que en S. 
cerevisiae (Fukuhara et al .• 1996). 
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1.3- Trascripción sexo-específica de los genes de respuesta a feromonas en S. cerevisiae y 
K. lactis. 

En la levadura S. cerevisiae existen dos tipos sexuales, a y a, que cuando se conjugan 
sexualmente dan como resultado un diploide tipo ala. El tipo sexual está determinado por 
la expresión de uno de los alelos localizados en el locus Mat, Mata o Mata (Miller, 1984). 
El locus Mata contiene dos factores, el al y a2. En las células a, al activa los genes a
específicos mientras que a2 reprime la transcripción de los genes a-específicos (Keleher et 
al., 1989). En las células de tipo a, los genes a-específicos se transcriben constitutivamente. 
En el diploide, a 1 y a2 se unen para reprimir la transcripción de los genes haploidc
específicos (Shore et al., 1984).La transcripción de los genes sexo-específicos en las células 
haploides de S. cerevisiae presentan una diferencia entre ambos tipos celulares, a y a 
(Sprague et al. 1983). La diferencia en la transcripción de los genes en ambos sexos de S. 
cerevisiae se encuentra determinada en tres niveles. El primero tiene que ver con la 
identidad celular, dada por la presencia del receptor de la f"eromona del sexo contrario y la 
síntesis de la feromona del mismo sexo (Bendcr y Spraguc, l 989). En el segundo, la 
transcripción de los genes sexo específicos depende de la integridad de la vía de respuesta a 
feromonas de apareamiento (Hagen el al., 1991 ). El tercero es la regulación dada por 
ScMcm 1; esta proteína es un factor transcripcional que se requiere para la activación de los 
genes a-específicos por medio de la interacción con al y la represión de los a-específicos 
mediante la interacción con a2 (Keleher et al., 1988; Tan et al., 1988; Jarvis et al., 1989; 
Passmore el al., 1988; Passmore et al., 1989; Ammerer, 1 990). ScMcm l participa en la 
activación de los genes en la vía de respuesta a las feromonas mediante el reconocimiento 
de una secuencia localizada en el promotor de los genes de tipo a y la interacción directa 
con ScSte12 (Christ y Tye. 1991), mientras que, en células de tipo a, esta interacción. y por 
lo tanto la transcripción activada por ScSte l 2p, está mediada por la proteína a 1 (Yuan et al. 
1993). 

K. lactis tiene también dos tipos sexuales, a y a, determinado por el alelo localizado en 
el locus Mat (Mata o Mata) que cuando se conjugan sexualmente dan como resultado un 
diploide tipo ala. K. lactis en su locus a contiene tres genes, el al y a2, similares a sus 
contrapartes en S. cerevisiae, y un tercero, a3 (Astrom et al., 2000). Tanto Klal como 
Kla2 participan de la misma manera en el mantenimiento del tipo sexual de K. lactis de la 
misma forma que Scal y Sca2 en S. cerevisiae. a3 parece también tener la función de 
participar en este evento. pero de una manera dependiente de la presencia de al (Astrom el 
al. 2000). Al parecer. la interacción de K1Stel2 y Kla.l es importante para Ja activación de 
los genes a-específicos. En el trabajo donde se reporta el papel de K1Stel2 en la inducción 
de genes a-específicos en S. cerevisiae se observó que. aunque KlSte 12 era capaz de 
complementar una 1nutante de tipo a en S. cerevisiae que lleva la interrupción de LJScstel 2 
cuando se expresaba en un alto número de copias, en las células de tipo a. con la 
interrupción LJScste 1 2, el aparean~iento sólo podía restituirse cuando se co-expresaba la 
proteína a. I de K. laclis, lo que indica que K1Ste12 no es capaz de interactuar con a.1· de S. 
cerevisiae y por lo tanto existe una deficiencia en la interacción con ScMcm 1 (Yuan et al. 
1993). Esta observación se vió refor.mda por la interacción in vitro entre KIStel 2 y Kla.I, 
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1.4- Papel del gen Fusl en la respuesta a feromonas sexuales en Saccharomyces cerevisiae 
y otras especies. 

Uno de los genes cuya transcripción se activa en la respuesta a las feromonas de 
apareamiento en S. cerevisiae es el gen Fusl (ScFusl). El marco de lectura abierto de 
ScFusl se encuentra localizado en el cromosoma 111 (Egel. 1994), tiene una longitud de 
2 1 1 1 nucleótidos (McCaffrey et al. 1987) y codifica para una proteína de membrana 
(ScFus 1) con un peso de 58 kDa (Trueheart y Fink, 1989). La ScFus 1 es una proteína que 
presenta un solo cruce transmembranal y que se ubica en la membrana plásmática de las 
formas conocidas como "shmoos''. principalmente en la zona correspondiente a la punta de 
la elongación (Trueheart y Fink. 1989). Esta zona es por donde se lleva cabo la fusión 
rnembranal y se establece un puente citoplasmático, por donde se lleva a cabo la fusión de 
los núcleos, uno de los últimos pasos en el proceso de la fusión celular (Trueheart et al., 
1 987; Elion. 1995). Se piensa que el extremo amino terminal de ScFus 1 está involucrado en 
el reconocimiento del sitio de unión célula-célula, ya que las células que expresan una 
versión de la proteína sin el extremo amino no pueden establecer la fusión membrana! al no 
establecerse el sitio de contacto entre las células haploides (Gammie et al., 1998). La 
ubicación de ScFusl en el sitio de fusión es importante porque determina dónde se van a 
ubicar las enzimas encargadas de degradar la pared celular en el punto de contacto, el 
establecimiento de la maquinaria proteica encargada de la fusión membranal y nuclear de 
los gametos, así como también de la estabilidad de la membrana. En esta parte del proceso 
de la fusión membrana!, el extremo carboxilo terminal juega un papel determinante, ya que 
células que expresan una versión trunca de ScFusl en esta parte de la proteína no pueden 
establecer el puente citoplásmático necesario para que se fusionen las células, presentan 
defectos en la fusión de los núcleos y no pueden formar el diploide (McCaffrey et al., 1987; 
Trueheart et al. , 1987; Sprague y Thorner, 1 992; Elion, 1995). Los trabajos para definir 
qué parte del extremo carboxilo está involucrada en el despliegue de estas funciones se han 
enfocado principalmente hacia un dominio llamado SH3, presente en esta parte de ScFus1 
(Rodaway el al., 1989). La función del domino SH3 no se comprende bien, pero hasta 
ahora se cree que pudiera mediar el ensamblaje de distintos complejos proteicos mediante 
la unión de este dominio a proteínas con secuencias ricas en prolinas (Noble et al., 1993; 
Morton y Campbell, 1994). Si esto es cierto, entonces este dominio pudiera ser responsable 
del establecimiento de las proteínas encargadas de llevar a cabo la fusión membrana! 
{Sprague y Thomcr, 1992; Elion, l 995;Moskow et al., 2000). Hasta el momento, sólo se 
tiene la certeza de que el dominio SH3 presente en el extremo carboxilo terminal de ScFus 1 
interactúa directamente con los filamentos de actina (Ambcrg et al., 1995), que intervienen 
en la reorganización del citoesqucleto durante la formación del "shmoo" en la respuesta a 
Ccromonas de aparean1iento. 

La secuencia del promotor del gen Fusl tiene tres copias de la secuencia TGAAAC y 
corresponde a la secuencia PRE (""Phcromone Response Elcn1cnt") de S. cerevisiae 
(Truehcart et al., 1987; Hagen et al., 1991 ). Esta secuencia es característica de los genes 
cuya transcripción se activa por el factor transcripcional ScStel2 únican1ente cuando la vía 
está encendida (Hagen et al .• 1 991 ). En el caso del ScFus 1. se ha caracterizado su respuesta 
de tal suerte que se le utiliza como reportero para dctern1inar no solo el papel de 111uchos 
elen1cntos intrínsecos del siste111a, sino tan1bién el electo que tienen elementos de otros 
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1.3- Trascripción sexo-específica de los genes de respuesta a feromonas en S. cerevisiae y 
K. lactis. 

En la levadura S. cerevisiae existen dos tipos sexuales, a y a, que cuando se conjugan 
sexualmente dan como resultado un diploide tipo a/a. El tipo sexual está determinado por 
la expresión de uno de los alelos localizados en el locus Mat, Mata o Mata (Miller, 1984). 
El locus Mata contiene dos !actores, el al y a.2. En las células ex, al activa los genes a.
específicos mientras que a2 reprime la transcripción de los genes a-específicos (Keleher et 
al., 1989). En las células de tipo a, los genes a-específicos se transcriben constitutivamente. 
En el diploide, a 1 y a2 se unen para reprimir la transcripción de los genes haploide
específicos (Shorc et al., 1984).La transcripción de los genes sexo-específicos en las células 
haploides de S. cerevisiae presentan una dilerencia entre ambos tipos celulares, a y a 
(Sprague et al. 1983). La diferencia en la transcripción de los genes en ambos sexos de S. 
cerevisiae se encuentra determinada en tres niveles. El primero tiene que ver con la 
identidad celular, dada por la presencia del receptor de la feromona del sexo contrario y la 
síntesis de la fcromona del mismo sexo (Bender y Sprague, 1 989). En el segundo, la 
transcripción de los genes sexo específicos depende de la integridad de la vía de respuesta a 
fcromonas de apareamiento (Hagen et al., 1991 ). El tercero es la regulación dada por 
ScMcm 1; esta proteína es un !actor transcripcíonal que se requiere para la activacíón de los 
genes a-específicos por medio de la interacción con al y la represión de los a-específicos 
mediante la interacción con a.2 (Keleher et al., 1988; Tan el al., 1988; Jarvis el al., 1989; 
Passmore el al., 1988; Passmorc el al., 1989; Ammerer, 1990). ScMcm 1 participa en la 
activación de los genes en la vía de respuesta a las leromonas mediante el reconocimiento 
de una secuencia localizada en el promotor de los gtmes de tipo a y la interacción directa 
con ScStel2 (Christ y Tye. 1991), mientras que, en células de tipo ex, esta interacción, y por 
lo tanto la transcripción activada por ScSte l 2p. está mediada por la proteína a 1 (Yuan et al. 
1993). 

K. laclis tiene también dos tipos sexuales, a y a, determinado por el alelo localizado en 
el locus Mat (Mata o Mata) que cuando se conjugan sexualmente dan como resultado un 
diploide tipo a/a. K. /actis en su locus a contiene tres genes, el cxl y a.2, similares a sus 
contrapartes en S. cerevisiae, y un tercero, a.3 (Astrom et al., 2000). Tanto Kla.1 con10 
Kla.2 participan de la misma nianera en el mantenimiento del tipo sexual de K. lactis de la 
misma forma que Scal y Scot2 en S. cerevisiae. a3 parece también tener la !unción de 
participar en este evento, pero de una manera dependiente de la presencia de a.l (Astrom et 
al. 2000). Al parecer, la interacción de KISte 12 y Kla.1 es importante para la activación de 
los genes a-específicos. En el trabajo donde se reporta el papel de K/Stel2 en la inducción 
de genes a-específicos en S. cerevisiae se observó que. aunque KISte12 era capaz de 
con1ple1nentar una niutante de tipo a en S. cerevisiae que lleva la interrupción de ~cste12 
cuando se expresaba en un alto número de copias, en las células de tipo a. con la 
interrupción ~cstel2, el aparean1iento sólo podía restituirse cuando se co-expresaba la 
proteína a. I de K. lactis, lo que indica que KISte 12 no es capaz de interactuar con a. l de S. 
c.:erevisiae y por lo tanto existe una deficiencia en la interacción con ScMctn 1 (Yuan et al. 
1993). Esta observación se vió reforL:ada por la interacción in vitro entre KISte12 y Kla.1, 
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1.4- Papel del gen Fusl en la respuesta a feromonas sexuales en Saccharomyces cerevisiae 
y otras especies. 

Uno de los genes cuya transcripción se activa en la respuesta a las feromonas de 
apareamiento en S. cerevisiae es el gen Fusl (ScFusJ). El marco de lectura abierto de 
ScFusl se encuentra localizado en el cromosoma 111 (Egel. 1994), tiene una longitud de 
21 11 nucleótidos (McCaffrey et al. 1 987) y codifica para una proteína de membrana 
(ScFusl) con un peso de 58 kDa (Trueheart y Fink, 1989). La ScFusl es una proteína que 
presenta un solo cruce transmembranal y que se ubica en la membrana plásmática de las 
formas conocidas como '"shmoos", principalmente en la zona correspondiente a la punta de 
la elongación (Trueheart y Fink. 1 989). Esta zona es por donde se lleva cabo la fusión 
membrana) y se establece un puente citoplasmático, por donde se lleva a cabo la fusión de 
los núcleos, uno de los últimos pasos en el proceso de la fusión celular (Trueheart et al., 
1987; El ion, 1995). Se piensa que el extremo amino terminal de ScFus 1 está involucrado en 
el reconocimiento del sitio de unión célula-célula, ya que las células que expresan una 
versión de la proteína sin el extremo amino no pueden establecer la f"usión membrana) al no 
establecerse el sitio de contacto entre las células haploidcs (Gammie et al., 1998). La 
ubicación de ScFusl en el sitio de fusión es importante porque determina dónde se van a 
ubicar las enzimas encargadas de degradar la pared celular en el punto de contacto, el 
establecimiento de la maquinaria proteica encargada de la fusión membrana) y nuclear de 
los gametos, así como también de la estabilidad de la membrana. En esta parte del proceso 
de la fusión membrana!, el extremo carboxilo terminal juega un papel determinante, ya que 
células que expresan una versión trunca de ScFusl en esta parte de la proteína no pueden 
establecer el puente citoplásmático necesario para que se fusionen las células, presentan 
defectos en la fusión de los núcleos y no pueden formar el diploide (McCaffrey et al., 1987; 
Trueheart et al. , 1987; Sprague y Thorner, 1 992; Elion, 1995). Los trabajos para definir 
qué parte del extremo carboxilo está involucrada en el despliegue de estas funciones se han 
enfocado principalmente hacia un dominio llamado SH3, presente en esta parte de ScFusl 
(Rodaway et al.. 1989). La función del domino SH3 no se comprende bien, pero hasta 
ahora se cree que pudiera mediar el ensamblaje de distintos complejos proteicos mediante 
la unión de este dominio a proteínas con secuencias ricas en prolinas (Noble et al., 1993; 
Morton y Campbell, 1994). Si esto es cierto, entonces este dominio pudiera ser responsable 
del establecimiento de las proteínas encargadas de llevar a cabo la fusión membrana! 
(Sprague y Thorner, 1992; Elion, l 995;Moskow et al., 2000). Hasta el momento, sólo se 
tiene la certeza de que el dominio SH3 presente en el extremo carboxilo terminal de ScFusl 
interactúa directamente con los filamentos de actina (Ambcrg et al., 1995), que intervienen 
en la reorganización del citoesqucleto durante la fornmeión del ••shmoo'" en la respuesta a 
feromonas de aparean1iento. 

La secuencia del promotor del gen Fusl tiene tres copias de la secuencia TGAAAC y 
corresponde a la secuencia PRE ("•Pheromone Response Elen1ent") de S. cerevisiae 
(Truchcart et al., 1987; Hagen et al., 1991 ). Esta secuencia es característica de los genes 
cuya transcripción se activa por el factor transcripcional ScSte12 únican1ente cuando la vía 
está encendida (l·lagen et al .• 1991 ). En el caso del ScFusJ, se ha caracterizado su respuesta 
d.: rnl suerte que se le utiliza como reportero para detcrn1inar no solo el papel de 111uchos 
elementos intrínsecos del sistcn1a, sino también el efecto que tienen ele1nentos de Qlros 
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sistemas de transducción heterólogos en Ja vía (Trueheart et al. 1987; McCaffrey et al. 
1987; Trueheart y Fink. 1989). 

Se ha reportado la clonación y caracterización de los genes que participan el proceso de 
fusión celular de los gametos en otras dos especies y que por ello, se les ha nombrado Fus J. 
El primero se describió en la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe (Petersen et 
al., 1995). Esta levadura presenta dos tipos celulares: P , también llamado H+ y M, 
conocido también como H'. Ambos tipos sexuales están diferenciados por la expresión del 
locus MAT, que contiene la información para producir la feromona de su tipo sexual y el 
receptor para la feromona del sexo contrario (Beach y Klar. 1984). S. pomhe tiene un 
sistema de respuesta a feromonas de apareamiento compuesto de MAPKs. homólogo al de 
S. cerevisiae (Davis, 1998; Neiman et al., 1993). con la diferencia que en S. pombe la 
transducción de la señal depende de la proteína Gpal. que codifica para la subunidad a. de 
la proteína G heterotrimérica acoplada al receptor de la feromona del sexo contrario, y Ras 1 
(Nielsen et al., 1992). En S. pombe. SpGpa 1 transduce la señal via SpRas 1 y este. junto con 
una proteína llamada Shk l, homóloga a la proteína Ste20 de S. cerevisiae. desencadena una 
cascada de señales a través de tres proteín cinasas en el siguiente orden: SpByr2-+ 
SpByrl-> SpSpkl (Lengeler et al. 2000). El proceso de conjugación sexual en esta 
levadura depende no sólo de la activación de esta vía, sino principalmente de la cascada de 
señales activada en respuesta a la disminución en los niveles de AMP cíclico causada por la 
deprivación de nutrientes en el medio (Lengeler et al., 2000). Estas cascadas activadas en 
paralelo conducen finalmente a la fosforilación y funcionamiento del factor transcripcional 
SpStel 1, análogo al factor ScStel2 en S. cerevisiae (Sugimoto el al .• 1991). SpStel 1 
reconoce una secuencia del promotor conocida como TR, análoga a las secuencias PRE 
(Yamawaky-Kataoka et al., 1989) y activa la transcripción de los genes involucrados en la 
fusión membrana) y nuclear de los gametos (Lengeler el al., 2000). El proceso de 
apareamiento en S. pombe involucra también la formación de proyecciones celulares y el 
establecimiento del sitio de fusión en un lugar específico de contacto (Petersen el al., 
1995). Un gen de S. pombe, transcrito por SpSte 1 1 durante el proceso de aparcamiento y 
que se requiere para la fusión membrana) es el Fus 1 (SpFus 1) (Petersen et al. 1995). 

La secuencia primaria de aminoácidos de SpFus 1 no muestra homología con niguna 
proteína conocida. Sin embargo. las células haploides de S. pombe que carecen del gen 
Fusl presentan un efecto muy similar en el proceso de apareamiento a las células haploides 
de S. cerevisiae con esta misn1a mutación: la conjugación se bloquea después de producirse 
el contacto en el punto de fusión, las paredes celulares no se degradan. impidiendo así el 
establecimiento del puente citoplasmático y por consiguiente la fusión membrana! y nuclear 
(Petersen el al.. 1995). A diferencia de ScFus 1. SpFus 1 es citoplásmica. Sin embargo. 
ambas proteínas presentan en su secuencia prirnaria un don1inio capaz de interactuar con el 
citoesqueleto y con proteínas encargadas de la selección del sitio de fusión celular, además 
de mediar la formación de con1plejos n1ultiproteicos involucrados en estos procesos 
(Trueheart el al., 1987; Mayer y Baltimore, 1994; Pctcrsen et al., 1995). Otra característica 
en común es que ambas proteínas se localizan el ápice de la proyección por donde se 
llevará a cabo la fusión membrana] (Trueheart y Fink, 1989: Petersen el al .. J 995). 
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El otro gen Fusl se encuentra en el alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii 
(Ferris el al. 1996). Esta alga tiene dos tipos celulares, el mt+, donde se expresa el gen 
Fusl. y el mt". que no lo expresa. La fusión sexual de los gametos de C. reinhardtii se lleva 
a cabo mediante el ensamblaje de las estructuras de apareamiento que se forman durante su 
diferenciación e involucra la asociación de una estructura. donde se ubica la proteína Fusl, 
denominada ''fleco" (Goodenough et al.. 1982). La fusión se lleva a cabo mediante la 
interacción fleco-fleco de los gametos y la proteína Fusl del gameto mt+ (Goodenough et 
al., 1 982; Ferris et al., 1 996). Aunque los productos de los genes Fus 1 de S. pombe y C. 
reinhardtii probablemente llevan a cabo una función análoga a la del gen Fusl de S. 
cerevisiae, sus secuencias genómicas y de aminoácidos no presentan una similitud 
significativa (Petersen et a/.,1995; Ferris et al .• 1996). 
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2. Objetivo 

- ¿Cómo debo proceder para hacer la pregunta apropiada. Don Juan? 
- Pregunta nada n1ás 

""Las Enseftanzas de Don Juan'"'" 
Carlos Castaneda. 

Los estudios sobre K/uyveromyces /actis comenzaron a partir de los años sesenta, 
principalmente por su importancia en la industria como organismo asimilador de lactosa 
(Fukuhara et al. 1 996). A lo largo de todos estos años. esta levadura se ha convertido en un 
modelo de estudio de células eucariontes alternativo a S. cerevisiae (Fukuhara et al .• 1996). 
En general. esto se debe al hecho de que K. lactis tiene propiedades fisiológicas muy 
particulares. distintas a S. cerevisiae, y sin embargo. ambas especies tienen elementos en 
común que participan en los procesos celulares. aunque estos no estén estructurados de la 
misma forma (Fukuhara et al .• 1996). Uno de estos procesos es la respuesta a feromonas de 
apareamiento en ambas especies. En el laboratorio estamos interesados en definir cuáles 
son los elementos que conforman la cascada de señales activada por la unión de la 
fcromona del sexo contrario en células haploides de K. lactis y conocer la ubicación de los 
mismos dentro de la vía. Resultados obtenidos por nuestro grupo muestran que, hasta el 
momento. los elementos conocidos de la vía de respuesta a feromonas en K. laclis son 
homólogos a los reportados en S. cerevisiae. Sin embargo, en K. lactis pareciera que la 
señal es transducida via la subunidad alfa (KIGpal) de la proteína G heterotrimérica 
(Saviñón el al., 2001 ), cuando en S. cerevisiae el dímero J3y (ScSte4 y ScSte 18) es el 
trasductor de la señal (Neer. 1995). El presente trabajo tiene como objetivo principal 
determinar si el gen KIFus 1 es parte de la vía de respuesta a feromonas de apareamiento en 
K lactis. De ser esto cierto. planteamos como objetivo secundario determinar la relación 
entre el KIFusl y otros dos elementos que conforman la cascada de señales, K/Gpal 
(Saviñón et al .• 2001) y KIStel2 (Yuan et al .• 1993). Al final, si podemos establecer estas 
relaciones. podremos proponer un modelo que integre los conocimientos que se tienen de la 
vía. 
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3. Materiales y métodos 

3.1- Cepas 

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: 

Escherichia coli 

DHSa.. supE44 L1lacU169 (el> 80 lacZL!.MJ5) hsdRJ 7 recAJ endA J gyrA96 thi-J re/AJ 

Saccharomyces cerevisiae 

W3031-A. MATa. adel,ura3, his3, leu2, lrpl. 
W3. MATa.fusl::Leu2, adel, his3, leu2, lrpl. 
C2~ MAT,a.;. leu2, lys2. 
C2()):6:'1\lfAT. a..fusJ ::Leu2, lys2. 

:';fü~~~,¡~17 ;hls3. um3. 
l218:MA"J\a/jlsA/;Ur;a3,arg., 
CXJI ~iJi{!fMA. T;a~iac4{adel; ura3. 
CXL2; MAT.:a;1ac4;~'a(iéJ;. his3, ura3 
2. MATafri'sJ ;;1{anrlysA, · ura3,arg, 
14.MAT,cx.;fwJ:::Kanr. adel, his3,ura3. 
1.24. MATa:"ste12::Ura3, lysA, arg. 
309. MAT'a.:sie12::Ura3, adel. his3. 

3.2- Técnicas de ADN recombinante 

Los métodos convencionales de ADN recombinante y extracción de ARN utilizados en 
este trabajo se encuentran reportados en Sambrook et al .• 1989. Para el mantenimiento y 
producción de los plásmidos se utilizó la cepa DH5cx. de E. co/i (ver .. cepas"). 

3.3- Amplificación de fragmentos de ADN por medio de la reacción en cadena de la 
polimerasa 

Todos los fragmentos de DNA descritos en este trabajo. se obtuvieron mediante la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). a partir de los protocolos descritos 
en Dieffenbach y Dvesksler (Dieffenbach y Dveksler. 1995). En todos los casos se 
utilizaron cebadores específicos diseñados a partir de la secuencia a amplificar. El templado 
para obtener los fragn1entos utilizados en las fusiónes génicas de K/Fusl fue el fragn1ento 
de 4090 pb que lleva el marco de lectura abierto (ORF) del gen K/Fusl reportado en este 
trabajo. Para los den1ás casos se utilizó con10 tcn1plado DNA cromosoma! extraído de la 
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cepa silvestre 12/8 de K. lactis. La Tm utilizada para cada reacción se determinó a partir de 
la obtenida para cada par de cebadores. En cada caso se seleccionó la banda amplificada en 
la reacción con menor concentración de Mg++. El tiempo de elongación fue determinado 
por la longitud de la secuencia a amplificar. 

3.4- Purificación del ADN 

La purificación de ADN del plásmido utilizado en este trabajo se hizo mediante el .. kit" 
QUiaprepMR de acuerdo con las especificaciones del fabricante, a excepción del utilizado 
para los análisis por restricción de endonucleasas. En estos casos se utilizó la técnica de 
extracción rápida por .. Miniprep" (Lech y Brent. 1987). 

El ADN cromosomal de las levaduras se extrajo mediante la técnica de QTP (Hoffman y 
Winston, 1987). 

La purificación de ADN contenido en geles de agarosa se hizo mediante el kit 
"Geneclean"MR siguiendo las especificaciones del fabricante. 

3.5- Purificación de ARN de levadura 

La extracción de ARN total de levaduras se hizo mediante el protocolo de fenol ácido, 
revisado en la dirección electrónica: 
www.fhcrc.org/labs/hahn/methods/mol_bio_meth/acidphenol_rna.htm 

3.6- Construcciones 

Las construcciones clonadas en plásmidos de replicación autónoma reportadas en este 
trabajo se esquematizan en las figuras 3 y 4. Las construcciones utilizadas para generar 
mutantes por recombinación homóloga se encuentran representadas en la figura 5. 

3.7- Transformación de E. coli 

Se transformaron células competentes de E. coli (ver .. cepas") por la técnica de choque 
térmico (Sambrook et al. 1989), y se seleccionaron en medio Lb-ampicilina (60 µg/ml). 

3.8- Transf"ección de las levaduras 

Para realizar la transfección de las levaduras se utilizó el método de 
LiOAc/PEG/DMSO, revisado en Gietz y Woods (2001). Las células transfectadas fueron 
seleccionadas en medio mínimo SD, con los respectivos aminoácidos. La selección de las 
células transfcctadas con el n~ódulo MX4 (Kan') (Wach el al. 1994) se llevó a cabo en 
medio rico con una concentración de 200 ~tg/ml de gencticina. 
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Promolor K/Fus/ K/Fus/ ORF Secuencial' no 
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BamHI Xbal 

----, 
Promotor K/Ste/2 K/Ste/2 ORF (2200 pb) Marcador Origen de 

(300 pb) OriC Amp' de duplicación 
auxotrofia de levadura 

a) + + Ura3 KDI 
b) + + Ura3 2µ 
e) + + His3 KDI 
d) + + Ura3 KDI 

Figura 3. Construcciones clonadas en plásmldos de repncaclón autónoma. Los fragmentos completos se encuentran 
clonados en los sitios señalados en cada extremo. Entre paréntesis se encuentra señalado el tamaño de cada una de sus 
partes. Las características de cada vector se encuentran resumidas en el recuadro inferior. Los ongenes de duplicación 
son: KD1-Kluyveromyces drosophy/arum 2µ- Origen de duplicación para S. cerevisiae. a) Fragmento de la clona 112 (4.1 
Kb) que contiene el ORF de K/Fus1 b) K/Fus1 clonado en un vector para S. cerevisiae e) Alelo K/gpa1Q19st d) K/Ste12 
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Figura 4. Fusiones génicas del gen K/Fus1 con las secuencias: a~acZ b y c) Gfp. Las fusiones están clonadas en 
plásmidos de replicación autónoma. Los fragmentos completos se encuentran clonados en los sitios señalados en 
cada extremo. Entre paréntesis se encuentra señalado el tamaño de cada una de sus partes. Los sitios internos de 
corte se encuentran representados junto con el nombre de la enzima. Las caracteristicas de cada vector se 
encuentran resumidas en el recuadro inferior. Los origenes de duplicación para todos los cosos es el KD1 de 
Kluyveromyces drosophyfarum 
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b) + + Ura3 . 
e) + + Ura3 . 

Figura 5· Construcciones utilizadas para generar mutantes por recombinación homóloga. Los fragmentos se encuentran clonados 
en los sitios señalados en cada extremo. Entre paréntesis se encuentra señalado el tamaño de cada una de sus partes. Las 
características de cado vector se encuentran resumidas en el recuadro inferior. Los vectores carecen de origen de duplicación 
en todos los casos. Los sitios utilizados para lineanzar la construcción se encuentran indicados junto con el nombre de la enzima. 
a) Construcción K/Fus1-Kan'. b) Fragmento ScFus1 c)Fragmento K/Sfe12 



3.9- Apareamientos cuantitativos. 

Las células haploides de ambos sexos de la levadura K. laclis utilizadas para los 
apareamientos cuantitativos se crecieron en medio mínimo SD. con los respectivos 
aminoácidos. toda la noche a 30 ºC con agitación a 250 r.p.m. Los ensayos se hicieron con 
5 mil células de cada sexo en 100 µI del medio utilizado para crecer el pre-cultivo. Estos 
cultivos se incubaron durante el tiempo y la temperatura indicados para cada experimento 
en la sección de "resultados''. en agitación a 250 r.p.m. Posteriormente se plaquearon en 
medio mínimo selectivo para diploides (SD). se incubaron a 30ºC por 24 o 48 horas, 
dependiendo del tiempo de aparición de colonias. 

3.1 O- Apareamientos cualitativos 

Las cepas de interés se estriaron o gotearon en cajas de medio m1n1mo con los 
aminoácidos requeridos y se dejaron incubar a 30 ºC durante 24 horas. La cepa testigo. 
previamente crecida en medio mínimo líquido con los requerimientos de aminoácidos 
necesarios. se plaqueó unif"ormemente en medio mínimo sólido y se dejó crecer bajo las 
mismas condiciones de temperatura y tiempo que las cepas de interés. Una vez crecidas. las 
cepas se duplicaron mediante terciopelo a una caja con medio rico. Las células se dejaron 
aparear durante el tiempo y la temperatura especificada para cada caso en la sección de 
.. resultados". Transcurrido ese lapso de tiempo. las cajas de duplicaron nuevamente por 
terciopelo a una caja de medio mínimo selectivo para diploides y se incubaron a 30 ºC por 
24 o 48 horas. dependiendo del tiempo de aparición de colonias, mismas que 
posteriormente se contaron. 

3.11- Determinación de la actividad de la enzima J3-galactosidasa en células haploides 
transf"ectadas de levaduras 

Las células haploides de K. /actis (CXJI-7 A y CXL2. ver "cepas") transf"ectadas con 
las construcciones de interés se crecieron en medio mínimo SD toda la noche con sus 
respectivos aminoácidos. a 30 ºC con agitación a 250 r.p.m. Los ensayos se hicieron a partir 
de un cultivo con 50 millones de células en 1 mi de la f"eromona del sexo contrario 1. En 
estos ensayos se utilizaron las células de K. /actis con genotipo LJK/ac-1, ya que carecen del 
gen que codifica para la enzima J3-galactosidasa endógena de esta levadura (Poch et al. 
1 992) y por lo tanto, al utilizar estas cepas elin1inamos la interf"erencia de su actividad en 
los resultados de los experimentos. 

Los cultivos se incubaron 6 horas a 30 ºC en agitación a 250 r.p.m. Para determinar la 
actividad de la enzima J3-galactosidasa se siguió un protocolo modificado, basado en la 
técnica de Miller (Miller, 1972; Ongay-Larios et al .. 2000). El extracto celular ( 100 µI) se 
111ezcló con 200 µI de una solución de ONPG 4 nlg/ml e incubó a 30 ºC durante los tie111pos 
especificados en el apartado de "'Resultados'". La concentración de proteínas de los 
extractos celulares se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
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1Por feromona nos referimos al sobrenadante del medio de cultivo centirif"ugado y filtrado donde previamente 
se creció una cepa de sexo a (12/8) o de sexo a (a-155) 9 a saturación por 48 horas. Esto se hizo con base en 
repones previos que indican que las feromonas de apareamiento se producen constitutivamente y se secretan 
al medio (Kurjan, 1992; Schrick el a/. 9 1997)9 en suficiente concentración para provocar la inducción de la 
cascada de senales. En S. cerevisiae se ha probado que la concentración de feromona sexual en el 
sobrenadante del medio de cultivo es suficiente para que se active el promotor del gen Fusl de S. cerevisiae 
(Trueheart et al. t 987). En lo que a K. /actis conciemc9 se tienen en el laboratorio mutantes de esta especie de 
levadura con un fenotipo hipersensible a feromona9 y cuando se exponen al medio de cultivo utilizado para 
crecer una cepa del sexo contrario a saturación9 interrumpen su ciclo celular en la fase G 1 y se preparan para 
la conjugación sexual. 

3.12- Paquetería 

Los siguientes análisis de secuencia fueron hechos utilizando el sistema experto 
••Wisconsin Package Version 9.1, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin": 

Secuencias de nucleótidos: Edición, complementación de cadenas, mapeo de sitios de 
restricción y sitios susceptibles a mutación, diseño de dideoxioligonucleótidos (tanto 
específicos como mutagenizados) para reacción de PCR, cálculo de TM de los cebadores, 
definición del marco de lectura abierto. Comparación de la secuencia de interés contra los 
bancos de datos global, de plantas y secuencias particulares. 

Secuencias de proteínas: Análisis de estructura primaria y secundaria. Comparación de la 
secuencia de interés contra el banco de datos y secuencias particulares. 

Los análisis de la orientación celular de la proteína K/Fus 1, basados en la estructura 
primaria, se hicieron mediante los programas de acceso libre TMpred y TMbase localizados 
en la dirección electrónica http://www.ch.embnet.org/softwarerrMPRED_form.htrnl 
(Hofmann y Stoffel. 1993). 

Los análisis de los dominios predichos para las estructuras primarias de las proteínas 
descritas en este trabajo fueron hechas mediante el programa de libre acceso PROSITE 
localizado en la dirección electrónica http://www.expasy.ch/sprot/prosite.html (Hofmann, 
et al. 1999). 

La predicción de la masa molecular se hizo mediante el programa de libre acceso 
PcptidcMass localizado en la dirección electrónica http://us.expasy.org/tools/peptidc
mass.html (Wilkins et al. 1 997). 

El análisis de los sitios de 0-glicosilación se hicieron 1ncdiante el programa de libre acceso 
NetOGlyc 2.0 Prediction Server (I-lansen et al. 1995; 1-lansen el al. 1997; Hansen et al. 
1 998) localizado en la dirección electrónica: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ 

Los análisis de sitios de unión de factores transcripcionales se hicieron mediante el 
programa de libre acceso Matlnspector™ localizado en la dirección electrónica 
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspcctor/matinspcctor.pl (Quandt el al. 1995) 
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3 .13- Microscopía confocal 

Las levaduras transfoctadas con la proteína verde fluorecente (Gfp) (Rodríguez
Concepción el al., 1 999) fueron crecidas en medio mínimo selectivo. Las muestras se 
tomaron a las 24 y 48 horas de crecimiento. Para realizar las observaciones y captura de 
imágenes se utilizó un equipo de microscopía confocal BioRad 1024 Láser de Kr-Ar con 
líneas en 488, 568 y 647 nm, con Microscopio Invertido Nikon TMD 300. Las imágenes 
fueron procesadas mediante el programa .. Confocal Assistant V4.02". 
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4. Resultados 

4. 1- Clonación del gen Fus 1 de K. lactis. 

El gen Fusl de K. /actis (K/Fusl) se localizó mediante la hibridación, con una sonda 
homóloga, de ADN cromosomal cortado con distintas endonucleasas de restricción y 
transferido mediante la hibridación ADN-ADN (fig. 6). La sonda homóloga se amplificó 
por PCR utilizando un par de cebadores de 18 nucleótidos diseñados a partir de las 
posiciones 79 y 819 de la secuencia reportada en el banco de datos (número de acceso: 
AL42751 7) (Bolotin-Fukuhara. et al. 2000). Esta secuencia contiene 274 pb que codifican 
para la parte final de un marco de lectura de 90 residuos de aminoácidos, que presenta el 
porcentaje más alto de similitud (58.8%) e identidad (51.1 %) con el extremo carboxilo de 
ScFusl al compararla contra el banco de datos de proteínas (Swissprot) utilizando el 
algoritmo de Needleman and Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970). 

Con la zona alrededor de las 4 Kb (fig. 6), que corresponde al carril que contiene el 
ADN cortado con la endonucleasa de restricción Hind 111, se hizo un minibanco genómico. 
Se hibridaron 200 colonias con la sonda homóloga de K/Fusl. De estas, se seleccionaron 
dos clonas que dieron señal positiva. la 112 y la 812 (fig. 7). El ADN del plásmido 
purificado a partir de las clonas 112 y 812 se analizó media.--ite cortes con endonucleasas de 
restricción y el gel fhc transf"erido a membrana de nylon e hibridado nuevamente con la 
sonda homóloga del gen K/Fusl. De este análisis se concluyó que el fragmento que 
contiene el marco de lectura abierto (ORF) del K/Fusl tiene un tamafio aproximado de 4.21 
Kb y está contenido en las dos clonas, sólo que con distinta orientación. 

l)C/o/ 
2) Hlndlll 
3) Eco RI 
4) Bom HI 

5) Pst 1 
6)Xbal 
7)Xho 1 
B)Asp 718 

9) C/a 1-Hlnd 111 
1 O) C/a /-Eco RI 
11) C/a l·Bam HI 
1 2) C/a l·Pst 1 

Figura 6. Hibridación de transferencia tipo "southern" de ADN cromosoma! de K. /actis 
cortado con distintas enzimas de restricción. Las endonucleasas utilizadas estón 
representadas en cada uno de los carriles. La zona delimitada fue clonada en un 
banco genómlco. 
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Figura 7. Busqueda por tamlzaje del gen K/Fus1 en clonas del banco genómlco. Se 
muestran las dos clonas positivas ( l l 2 y 81 2) de 200. obtenidas a partir de la 
hibridación con Ja sonda homóloga del gen. 
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4.2- Análisis teórico del gen Fus/ de K. /actis. 

La secuencia del fragmento Hind 111-Hind 111 contenido en la clona pfl 12 (K/Fusl) 
está reportada en el banco de datos con el número de acceso AF5 l 9444 (fig. 8). Tiene un 
tamaño de 4089 pb en el cual está presente un marco de lectura abierto de 1533 pb, que 
codifica para una proteína de 51 O residuos de aminoácidos (K/Fus 1) (fig. 8) con un peso 
molecular teórico de 57 kD. La secuencia de nucleótidos se comparó con el banco de datos 
"Genebank". Para comparar las secuencias de nucleótidos se utilizó el algoritmo de 
Needleman and Wunsch (Needleman y Wunsch. 1970). El resultado mostró una identidad 
del 45% con la secuencia del gen ScFusl. mientras que la comparación de la secuencia 
primaria contra el banco de datos "Swissprot" reveló que la secuencia mas parecida a la 
proteína Fus 1 de K. lactis (K/Fus 1) es la de la proteína Fus 1 de S. cerevisiae (ScFus 1 ). con 
una identidad del 32.8% y una similitud del 39.8% (fig. 9). La mayor identidad entre ambas 
secuencias primarias (63%) la encontrarnos en la parte que corresponde al extremo 
carboxilo teminal (fig. 9) donde ScFus 1 presenta un dominio SH3 (Amberg et al. 1995). 
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LOCUS 
DEFINITION 
ACCESSION 
VERSION 
KEYWORDS 
SOURCE 
ORGANISM 

AF519444 4089 bp 
Kluyveromyces lactis Fus1 protein 
AF519444 
AF519444.1 GI:21686523 

Kluyverornyces l.actis. 

DNA 
(Fus1) 

linear 
gene, complete 

Kl uyveromyces l.actis . . . _ . _ ...,. _ .. , ,- . 
Eukaryota; Fungí; Ascomycot~;_ ·.s.aºcpt;i,a:r;.o~y~<?~-i_na_;--:;_:· 
Saccharomycetes; Saccharomycetales; ::.· Saccharornycetaceae; 

cds. 

REFERENCE 
AUTHORS 

~lu~~=~~:y~e~~ 4089) · . .-.-~ ·<~~::·~~-~--;_~:,;~:-('.~(:;:~?~~Jj~:'.~~-:~-~?.:~::·:;:.~-~f:_;·~>~/~·,, ·<:.: -
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FEATURES 
source 

gene 

mRNA 

CDS 

Location/Qualifiers 
1 .. 4089 
/organism="Kluyveromyces J..actis" 
/db xref-="taxon:28985" 
<1305 .. >2837 
/gene="Fusl" 
<1305 .. >2837 
/gene= .. Fus1" 
/product=''Fusl protein'' 
1305 .. 2837 
/gene="Fus1" 
/function="required far proper hapl.oid 
mating" 

/codon start=l 
/produC°t="Fusl protein" 
/protein_id="AAM74941 ... 1" 
/db_xref="GI: 21686524" 

/translation="MEIETETRTVIQTQMNELILHNEATVINTIYVDQYYRASNTLPYALTTVSTAF 
ATQLNKNVKTATITNQVTTTIETSQESTSTSSTSHSSSSLGVQSSQSARMTSGISLNSLASTSDGKN 
TSGTILGLAIGLPIALFVVGLGIVFGFLYYRRFHSKVDPDNENMQQHEPDSVLGKLYGMQELNDLKK 
AELFNEKKQDEKYDSGVSSKITYKVSKPYISHPELIQTPEKLAFTDNPYRKNVNQKSDTNAYSNSTM 
DLGQFPRPLASPFKKWNYESPLSRWFLTKSTLIQDKIQTAKTPTIHLKQLNILARANKSKITINGEE 
PYTEMSPMLPSVPRSPYEAIESLPSLELKEESEIPINESKIRTEQGVIKPQIIDTNLKPTYPTLLKL 
DKLSKTKPLPKPPNPHFTSANDDQHVSDNVSARSDHHDLRSARKSTAQEQAKLYRVVKDYQVLMDEI 
DIRGGELVRVLARHTDGWCLVERSNIQNHSSLDGPTYLNENRGIVPGLCLQESM" 

Figuro 8. Hoja de identificación del banco de datos correspondiente o la 
secuencio obtenido del fragmento de 4089 pb de lo clono pfl 12. El ORF va del 
nucleótido l 305 al 283 7 y su traducción se encuentro entre comillas al final de la 
hoja. 
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KlFusl MEIETETRTVIQTQMNELILHNEATVINTIYVDQYYRASNTLPYALTTVSTAFATQLNKNVKTATITNQVTTTIETSQESTSTSSTSHSS (90) 
ScFusl MVATIMQTTTTVLTTVAAMSTTLASNYISSQASSSTSVTTVTT (43) 

* * *. *** * 

KlFusl SSLGVQSSQSARMTSGISLNSLASTSDGKNTSGTILGLAIGLPIALFVVGLGIVFGFLYYRRFHSKVD .. PDNENMQQHEP ..... DSVLG (174) 
ScFusl IATSIRSTPSNLLFSNVA ....... AQPKSSSASTIGLSIGLPIGIFCFGLLILLCYFYLKRNSVSISNPPMSATIPREEEYCRRTNWFS (126) 

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

KlFusl KLYGMQELNDLKK.AELFNEKKQDEKYDSG .. VSSKITYKVSKPYISHPELIQTPEKLAFTDNPYR.KNVNQKSDTNAY.SNSTMDLGQF (260) 
ScFusl RLFWQSKCEDQNSYSNRDIEKYNDTQWTSGDNMSSKIQYKISKPII .. PQHILTPKKTVKNPYAWSGKNISLDPKVNEMEEEKVVDAFLY (214) 

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

KlFusl PRP ....................• ; .•••. LASPFKKWNYESPLSRWFLTKSTLIQD •.. KIQTAKTPT •. IHLKQLNILARANKSKITI (317) 
ScFus 1 TKPPNIVHI ESSMPSYNDLPSQKTVSSKKTALKTSEKWSYESPLSRWFLRGSTYFKDYGLSKTSLKTPTGAPQLKQMKMLSRISKGYFNE ( 304) 

w 
~ 

:,.•. :.· .. ·ú·:.*ú******* ** * **** *** * * * 

KlFusl NGEEPYTEMSPMLP .. SVPRSPYEAIESL .... PSLELKEESEIPINESKIRTEQ ... GVIKPQIIDTNLKPTYPTLLKLDKLSKTKPLP (398) 
ScFusl SDIMP.DERSPILEYNNTPLDANDSVNNLGNTTPDSQITSYRNNNIDLITARPHSVIYGTTAQQTLETNFNDHHDCNKSTEKHELIIPTP (392) 

* * ** * ** * * 

KlFusl KPPNPHFTSANDD ..• QHVSDNVSARSDHHDLRSARKSTAQEQ.AKLYRVVKDYQAVLMDEIDIRGGELVRVLARHTDGWCLVERSNIQN (484) 
ScFusl SKPLKKRKKRRQSKMYQHLQHLSRSKPLPLTPNSKYNGEASVQLGKTYTVIQDYEPRLTDEIRISLGEKVKILATHTDGWCLVEKCNTQK (483) 

¡ 1 

** 

KlFusl ... HSSLDGPTYLNENRGIVPGLCLQESM (510) 
ScFusl GSIHVSVDDKRYLNEDRGIVPGDCLQEYD (512) 

I• * * **** ****** I**** 

* * * * * ** * *** * ** * ** ********* * * 
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Figura 9. Comparación entre las secuencias pnmanas de las proteínas Fusl de S. cerevislae y K. lactis. Los astenscos 
representan las Identidades encontradas, Ja barra negra Indica la posición del cruce transmembronol en ambos 
proteínas. El recuadro indica Ja posición del dominio SH3. 
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A pesar de que las secuencias primarias de ScFus 1 y K/Fus 1 tienen una baja identidad 
(38.2%), el perfil de hidropatía basado en el algoritmo de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolitle. 
1982) (fig. 1 O) reveló que K/Fus 1 presenta un cruce transmembranal de 24 residuos de 
aminoácidos, que comprende del residuo 126 al residuo 150, dejando un extremo amino de 
125 residuos de aminoácidos y un extremo carboxilo de 360 residuos de aminoácidos. Este 
mismo perfil lo encontramos en ScFusl, el cual presenta un solo cruce trasmembranal de 25 
residuos de aminoácidos (Trueheart y Fink, 1 989). 

• • • ar;"' •••• 3:° •••• ~ •••• ~ •••• 9:" 
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Figura l O. Perfil de hidropatía de las proteínas Fusl de S. cerevlslae y K. Jactis. La barra 
negra representa la posición del cruce transmembranal. 

Mediante la comparación de los patrones de migración en gel de ScFus 1 (80kD) contra 
el peso molecular teórico (58 kD). así como también de la diferencia en el peso molecular 
de esta proteína en mutantes de la vía de secreción en S. cerevisiae, se llegó a la conclusión 
de que esta proteína se glicosila en su extremo amino a lo largo de su tránsito por esta vía 
(Trueheart y Fink, 1989). Por experimentos hechos con células haploides de S. cerevisiae 
inducidas con feromona en presencia de tunican1icina, un inhibidor de la glicosilación de 
las proteínas y de la purificación de ScFus 1 a partir de cultivos crecidos en presencia de 
manosa marcada radioactivamente, se comprobó que en ScFusl los residuos de serinas y 
treoninas del extremo amino se encuentran 0-glicosilados (Trueheart y Fink, 1989). El 
extremo amino de la proteína KIFusl es rico en serinas y treoninas (40 de 126 aa) y se 
encuentra seguido de un cruce transmembranal (fig. 1 O), al igual que la secuencia del 
extremo amino de ScFus 1 (33 serinas y treoninas de 71 aa) (Trueheart y Fink. 1989). Para 
saber si las serinas y treoninas presentes en la secuencia de KIFus 1 pudieran ser blancos 
potenciales de glicosilación hicimos una predicción mediante el programa NetOGlyc 2.0 
(Hansen et al .• 1995; Hansen et al., 1997; Hansen et al .• 1998). En la figura 11 observarnos 
que efectivamente las serinas y treoninas del extremo amino de KIFusl son sitios 
potenciales de 0-glicosilación, al igual que lo reportado para ScFus 1. 
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Figuro 11. Presencio de sitios potenciales de gllcoslloclón en los proteínas Fusl de S. cerev/s/ae y 
K. loct/s. El grado de susceptibilidad de los sitios en lo estructuro primario está Indicado en lo 
gráfico y representado por medio de los borras grises. Lo borro negro Indico lo posición del cruce 
tronsmembronol. 

Los ensayos de inmunofluorecencia y fraccionamiento celular de las células haploides 
inducidas con feromona de S. cerevisiae que expresan una fusión ScFusl:LacZ mostraron 
que ScFusl se localiza en la membrana celular, preferentemente en la punta de la 
proyección (McCaffrey et al., 1987; Trueheart et al.. 1 987). Mediante ensayos de 
protección a proteasa se pudo establecer que ScFus 1 orienta su extremo amino hacia el 
periplasma y el carboxilo hacia el interior celular (Trueheart y Fink, 1989). Para comparar 
la orientación celular teórica entre ambas proteínas hicimos la predicción de la orientación 
de K/Fusl mediante el programa TMpred (Hofmann y Stoffel. 1993). En la figura 12 
observamos que KIFus 1 presenta una fuerte tendencia a dirigir su extremo amino terminal 
hacia el periplasma, mientras que el extremo carboxilo. que contiene el dominio putativo 
SI-13, permanece en el citoplasma de la célula. Se piensa que el do111inio SJ-13 de ScFusl 
sirve con10 mediador para el ensamblaje de con1plcjos proteicos encargados de llevar a 
cabo el rcn1odelamiento del citocsqueleto para fonnar las proyecciones celulares y tan1bién 
para la localización de la 111aquinara que se encarga de llevar a cabo la fusión n1embranal y 
nuclear de los parentales durante el proceso de aparcamiento. El hecho de que cncontren1os 
un dominio potencial de tipo SI-13 en la secuencia pri111aria de KIFusl justamente en la zona 
donde existe el 111ayo1· porcentaje de identidad en el extrc1110 carboxilo entre K/Fusl y 
ScFus 1. pudiera sugerirnos una función similar para a111bas proteínas. 
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Figura 12. Predicción de la orientación de la proteína K/Fusl. La escala del eje Y es arbllrarla y muestra la 
probabilidad de los aminoácidos de estar orientados hacia el exterior o el interior celular. El eje X muestra lo 
posición de los residuos de aminócldos en la secuencia primaria. La barra muestra la posición del cruce 
lransmembranal. La línea punteada muestra la probabilidad de que la proteína esté orientada de fuera 
hacia dentro y la línea continua muestra Ja probabilidad de que la proteína esté orientada de dentro hacia 
fuero. 

Con los datos anteriores podemos decir que el gen que tenemos clonado es el K/Fusl, 
el cual teóricamente presenta, dentro de su secuencia primaria los mismos dominios que 
ScFus 1. Sin embargo, requerirnos de otra serie de experimentos para probar su función en 
la cascada de respuesta a feromonas de apareamiento en K. /aclis. 
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4.3- Papel del Klfus 1 en el apareamiento celular 

Uno de los genes que participa específicamente en el proceso de la fusión membranal y 
nuclear en S. cerevisiae es Fusl. Las células haploides de S. cerevisiae que carecen de Fusl 
presentan una interrupción en el proceso de apareamiento justo antes de la fusión 
citoplasmática (McCaffrey et al., 1987; Trueheart et al., 1987; Sprague y Thomer, 1992). 
Las cruzas entre parentales que carecen del Fusl presentan una disminución en la 
formación del diploide, sin que tengan un fenotipo de esterilidad total (McCaffrey et al., 
1987; Trueheart et al., 1987). Esto se debe al hecho de que otro de los genes involucrados 
en la fusión célular, específicamente en la fusión nuclear de los gametos, llamado ScFus2, 
es capaz de sustituir la función de ScFus 1 (McCaffrey et al., 1 987). 

Con la finalidad de determinar experimentalmente el papel del gen Fusl de K. lactis en 
la conjugación celular, se generaron mutantes /"J(lfusl de ambos sexos (a y a) por 
recombinación homóloga del módulo MX4 (Wach et al., 1994), que confiere resistencia a 
geneticina (fig. 5a) flanqueado por dos fragmentos de K/Fusl. El primero abarca del 
nucleótido -1217 al +371 y el segundo abarca del nucleótido +1505 al +2735. El resultado 
del proceso de recombinación es la eliminación de 1257 pb de la secuencia promotora y la 
totalidad del marco de lectura abierto. El genotipo de las clonas resistentes a gcneticina se 
comprobó mediante la hibridación homóloga de una transferencia tipo "Southern". De estas 
clonas se seleccionaron una cepa de sexo a y una cepa de sexo a para llevar a cabo los 
experimentos de apareamiento para probar si la interrupción de KIFusl tiene algún efecto 
en el apareamiento. Esto se hizo pensando en la posibilidad de que pudiera variar 
dependiendo de si se presenta en uno o ambos parentales, ya que en S. cerevisiae se ha 
reportado que la interrupción en uno solo de los parentales no afecta el proceso de 
apareamiento (Trueheart et al., 1987). 

Se ha reportado que los aparcamientos entre las células haploides de S. c:erewswe que 
carecen del ScFus I se ven afectados por la temperatura a la cual se lleven a cabo (Elion et 
al., 1995). El apareamiento entre cepas de ambos sexos carentes del ScFusl disminuye 38 
veces al realizarlo a 14 ºC, comparado contra el mismo apareamiento realizado a 30 ºC, ya 
que la temperatura es un factor que afecta el proceso de fusión de vesículas fosfolipídicas in 
vil ro (Elion et al.. 1995). Debido a esto, quisimos probar si, en caso de que KIFus 1 
participe en la fusión celular, este proceso se vea alterado por la tcn1pcratura en células que 
carecen de él. 

Se realizaron los siguientes aparcarnientos a 30 y 14 ºC en medio rico por 4 horas: 
K/Fus/xK/Fusl, LJK!fi1sJXKIFusl y L!KlfuslXL!Klfusl. En el resultado de este experimento 
(fig. 13) observan1os una reducción en la formación de diploides en la cruza 
LJK!fi1sJXKIFusl respecto a la cruza K/FuslxKIFusl. siendo todavía más drástica en la 
cruza LJKlji1sJXLJK/fi1sl. Esta reducción en el apareamiento se observó en ambas 
condiciones de ten1peratura, a diferencia de lo reportado en los aparean1icntos entre una 
cepa LJScfi1sJXScFusl, donde la diferencia en la formación de diploidcs no se puede 
apreciar de niancra cualitativa durante las 4 horas de aparean1icnto utilizadas por nosotros 
en las cruzas de K. lac:tis. 
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Figura 1 3. Formación de dlploldes a partir de las cruzas de la cepa LJK/fus1. Los 
diploldes fueron seleccionados en medio mínimo so sin aminoácidos. Los cruzas 
se encuentran indicados en lo porte superior y lo temperatura a la que se 
realizaron está indicado en lo columna del lado derecho. Los dlploides se 
fotografiaron o las 24 horas de incubación a 30ºC. 
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Con el fin de tener una medida del efocto de la mutación en el K/Fusl hicimos los mismos 
apareamientos en forma cuantitativa. Los resultados se muestran en la tabla 1 y figura 14. 
En ella podemos observar que en el apareamiento L1KlfusJXK/Fus/ a 30 ºC (fig. 14a) se 
registró una disminución de 1.2 veces (18.6%) en el número de diploides respecto a los 
diploides obtenidos del apareamiento entre las cepas silvestres, mientras que en el 
apareamiento LJKlfuslXLJKlfusl se observó una disminución de 6.7 veces (85o/o) respecto a 
las silvestres. En el aparcamiento LJKlfuslXK/Fusl a 14ºC (fig. 14b), se observó una 
disminución de 1.2 veces (18.2%) en el número de diploides obtenidos respecto a la cruza 
entre las cepas silvestres, mientras que en el apareamiento L1KlfuslXLJKlfusl se observó 
una disminución en el número de diploidcs de 6. 7 veces (33.4%) respecto a las silvestres. 

Estos resultados muestran que durante el aparcamiento, la ausencia de K/Fusl en uno de los 
parentales afocta negativamente el proceso para la formación del diploide, y esta 
disminución se aprecia de manera más drástica cuando el K/Fusl se encuentra ausente en 
ambos parentales, por lo que es claro que el K/Fus 1 se requiere para la conjugación sexual. 
El efecto de la disminución de la temperatura durante el proceso de apareamiento pareciera 
estar relacionado con el proceso general de fusión celular, aparte del hecho de afectar 
directamente a la fusión de las membranas lipídicas de las celulas, función la que, 
teóricamente, es llevada a cabo por K/Fus 1. Esta hipótesis está basada en la observación de 
que el proceso de apareamiento se ve afectado por la temperatura no solo en las cruzas 
donde uno o ambos parentales tengan el genotipo L1Klfus 1, sino que también se tiene una 
diferencia 5.8 veces en el número de diploides obtenidos a 14ºC que a 30ºC, a partir de las 
cruzas entre los parentales con genotipo silvestre. 
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Cruzas 30 ºC Porcentaje de 14 ºC Porcentaje de 
anarearniento anarearniento 

K/Fus 1 vs K/Fus 1 190.0±64.6 100 33±4.8 100 
4.Klfusl vs K/Fusl 154.8± 26.9 81.4 27±9.2 81.8 
LJK/fus 1 vs LJK/fus 1 28.6± 7.1 15.0 22± 5.3 66.6 

Tabla 1. Cruzas cuantitativas de la cepa 4.Klfusl a distintas temperaturas. Los 
apareamientos se hicieron por 4 horas a la temperatura señalada en las columnas. El 
número indicado a la tabla corresponde al promedio de un quintuplicado de los diploides 
seleccionados en medio mínimo SD sin aminoácidos. Aquí se presentan con su respectiva 
desviación estandar. Los datos se encuentran graficados en la figura 14. 

a) 
wrvsWT 

WT vs 
Llfusl 

LJfusl 
VS 

LJfusl 

o 20 40 60 80 100 
Pon::en~e de •pa~mlento 

b) 
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LJfusl 

LJfusl 
vs 

LJ(usl 

o 20 40 60 80 100 
Porcentaje de apareamiento 

Figura 14. Cruzas cuantitativas de la cepa &</fus1: a)30ºC b)l 4ºC. Los valores se 
encuentran representados en porcentaje de formación de diploides de cada 
una de las cruzas. tomando como el 1 00°/o el promedio obtenido de la cruza 
entre las cepas silvestres. 
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4.4- Complementación de una mutante AScfusI de S. cerevisiae con el gen K/Fusl 

Hasta este punto sólo habíamos podido establecer semejanzas teóricas entre K/Fus 1 y 
ScFusl, así como plantear la posibilidad de que K/Fusl se requiere para la formación de 
diploides en K. lactis durante el proceso de la fusión celular. Para fortalecer la idea de que 
K/Fusl participa en el proceso de fusión membrana! decidimos probar su función en la 
mutante LlScfusl de S. cerevisiae, que obtuvimos por recombinación homóloga del 
fragmento representado en la figura 5b. Basándonos en la caracterización extensiva que se 
ha hecho de ScFus 1 (McCaffrey et al .• 1987; Trueheart et al .• 1987; Trueheart y Fink. 1989; 
Elion et al. 1995) y en el hecho de que la complementación en mutantes de S. cerevisiae ha 
permitido el aislamiento de genes homólogos de K. /aclis decidimos probar si K/Fusl (fig. 
3b) puede complementar a una mutante LlScfusl. Esta estrategia es altamente efectiva para 
establecer homologías en la función de proteínas que participan en los procesos de ambas 
especies (Fukuhara et al. 1996). Con esto podríamos establecer específicamente la función 
de esta proteína en la fusión membrana! de las células parentales durante el proceso de 
conjugación sexual. 

Se hicieron los siguientes apareamientos cualitativos de una cepa LlScfusl a 14 ºC 
durante 4 horas: LlScfi1slXLlScfusl, AScfusJXLlScfi1sl+K/Fusl y ScFusJXLlScfi1sl. Los 
apareamientos se hicieron a esta temperatura porque se ha reportado que una cruza 
LlScfuslXLlScfusl a 14 ºC presenta una reducción en la formación de diploides 26.4 veces 
menor respecto a una cruza ScFuslXAScfi1sI. debido al efecto que tiene la temperatura 
sobre el proceso de fusión membrana) (Elion et al.. 1995). El resultado de la figura 15 
muestra un mayor número de diploides formados a partir de la cruza 
LJScfuslXLJScfusl+K/Fusl que los obtenidos en la cruza LlScfuslXLlScfusl respecto al 
apareamiento de ScFuslXLJScfusl. Con el fin de tener la medida de la complementación de 
la mutante LlScfusl, aparentemente causada por el efecto de K/Fusl, hicimos los mismos 
apareamientos de manera cuantitativa. 

En la tabla 2 se encuentran los datos representados en la figura 16. La mutante LlScfi1sl 
con el K/Fus I presentó una disminución de 1.4 veces (32. 7%) respecto a la cruza 
ScFuslXLJScfusl, mientras que la cruza LlScfuslXLJScfi1sl presentó una disminución de 2 
veces respecto a la cruza ScFuslXLlScfusl (49.9%). La diferencia entre la formación de los 
diploides obtenida para la cepa LJScfi1sl y la causada por la presencia del KlFusl en la 
mutante LJScfusl fue de 0.6 veces. Con este dato, podemos pensar que si bien existe una 
complen1entación de la función de ScFusl en la mutante LlScfi1s 1 por parte de K/Fus 1, esta 
no es total. Esta comple111entación incompleta pudiera deberse a que en los extremos amino 
terminales se encuentra la zona con menor identidad entre ScFus 1 y K/Fus 1 (21.2%), 
aunque teóricamente an1bos extremos con1parten los mismos sitios de glicosilación. La baja 
identidad que co111parten ambos extren1os pudiera ser responsable de esta diferencia entre 
los aparcamientos de la cepa LlScfusl, con y sin el K/Fusl. contra la cepa LlScfi1s/ respecto 
al aparcamiento de la cepa ScFusl con la cepa L1Scfi1sl. Es posible que el extremo anlino de 
Fus 1 en ambas especies esté relacionado con el rcconoci111icnto intcrespecífico célula
célula. función que al parecer lleva a cabo cxtren10 an1ino de ScFus 1. En pri111cr lugar este 
cxtrcn10 está orientado hacia el exterior celular y por lo tanto se piensa que establece 
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contacto con la célula del sexo contrario y en segundo lugar se ha reportado que células 
que expresan una versión trunca de ScFusl en este extremo presentan defectos en su 
apareamiento (Trueheart y Fink. 1 989). 

LJScfus JXLJScfus 1 
LJScfus 1+K/Fus1 

X 
LJScfusl 

W7XLJScfus 1 

Figura 15. Formación de diploides obtenidos a partir de la cruza de la cepa 
LJScfus1 de s. cerev/slae contra una cepa LJScfus1 de sexo contrario. Las cruzas 
están indicadas en la porte superior.se hicieron durante 4 horas a l 4ºC contra 
una cepa .LJScfus1 del sexo contrario.Los diploides fueron seleccionados en 
medio SD sin aminoácidos y fotografiados después de 24 horas de incubación a 
30ºC 
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Formación de Porcentaje de Formación de Porcentaje de 
Cruzas diploides a apareamiento diploidesa apareamiento a 

30ºC a30ºC 14ºC 14ºC 
LJScfusl vs 1813.7± 103.1 99.2% 1034.4± 152. 7 67.3% 
LJScrusl+K/Fusl 
LJScfus 1 vs LJScfus 1 1762.4± 275.9 96.4% 770.0± 229.2 50.1 % 

LJScfus 1 vs ScFus 1 1827.7± 157.3 100.0% 1535.3± 389.7 100.0% 

Tabla 2. Cruzas cuantitativas de lo cepo LJScfus1 a distintas temperaturas. Los 
cruzas se hicieron por 4 horas a la temperatura señalada en las columnas. El 
número Indicado en lo tablo corresponde al promedio de un triplicado de los 
dlploides seleccionados en medio mínimo SD sin aminoácidos. Aquí se 
presentan con su respectivo desviación estandar. 

LJScFus1+ 
K/Fus1 

LJScFus1 

o 20 40 60 80 100 
Porcentaje de apareamiento 

Figura 16. Apareamientos cuantitativos de la cepa LJScfus1 a 14 ºC. Los valores 
se encuentran representados en porcentaje de formación de diploides de cada 
una de las cruzas. tomando como el 1 00°/o el promedio del quintuplicado del 
número de dlploides obtenido de la cruza LJScFus1XLlScfus1. Todas las cepas 
fueron apareados contra la mutante L1Scfus1de sexo contrario. 
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4.5- Actividad transcripcional del KIFusI en respuesta a foromonas de apareamiento 

En este punto del trabajo pudimos sugerir que K/Fus 1 es un elemento que interviene 
en el apareamiento celular, y que probablemente está involucrado en la fusión membranal 
de los gametos, pero no habíamos determinado su pertenencia al sistema de respuesta a 
feromonas de apareamiento. El Fusl de S. cerevisiae fue definido como un elemento 
inducible por feromonas sexuales debido a que en las células haploides de S. cerevisiae 
tratadas con feromona de tipo sexual contrario, el ScFus/ se transcribe cerca de 50 veces 
más (McCaffrey el al., 1987). Este nivel transcripcional está determinado por la activación 
integral de la vía, ya que cualquier falta y/o deficiencia en la función de los elementos que 
la forman tiene un efecto sobre el mismo. Debido a esto se han utilizado distintas fusiones 
génicas del promotor del gen ScFusJ con secuencias cuyos productos tengan una actividad 
fácilmente cuantificable (i.e LacZ de E. coli) lo que le ha valido el papel de reportero para 
este proceso (Trueheart el al., 1987; Sprague y Thorncr, 1992). 

Para probar si K/Fus I pudiera definirse como un elemento de respuesta a las 
feromonas de apareamiento tomando como base el mismo criterio utilizado para definir al 
ScFusI como tal, utilizamos células haploides de K. lactis de tipo ex. transfectadas con una 
construcción. Esta comprende: 874 pb del promotor del gen K/Fusl y 264 pb del marco de 
lectura abierto que codifican para los primeros 88 residuos de aminoácidos del extremo 
amino terminal, fusionado en fase con el marco de lectura abierto del gen LacZ de E. co/i 
(3082 pb), que codifica para la enzima 13-galactosidasa (K/FusI-LacZ, fig. 4a). El 
fragmento correspondiente al KIFus J en esta construcción se obtuvo a partir de PCR, 
utilizando un par de deoxioligonucleótidos de 18 y 37 nucleótidos diseñados a partir de los 
sitios sitio -1324 y +264 respectivamente. El cebador de 37 nucleótidos lleva dos cambios 
silentes en la secuencia que generan un sitio de restricción Xba 1 y un sitio Neo 1, que 
permiten la integración en fase tanto del LacZ como de secuencia de la Gfp. de la que se 
hablará más adelante 

Las células transfectadas se incubaron en presencia de feromona de tipo a y feromona 
de tipo ex., y posteriormente cuantificamos la actividad transcripcional de esta fusión. Los 
resultados pueden verse en la tabla 3 y figura 17. En ella podemos observar que la actividad 
transcripcional del gen K/Fus/ aumentó aproximadamente 7.2 veces en presencia de la 
ferornona del tipo sexual contrario (a), respecto a la actividad que tiene en ausencia de la 
misma. Estos datos indican que K/Fus/ es un elemento que aumenta su nivel de 
transcripción en células haploides de K. laclis. en presencia de la feromona del sexo 
contrario. tal y con10 ocurre con el ScFusl en S. cerevisiae. Por lo tanto, K!FusI puede ser 
definido co1110 un elen1ento de respuesta a feromonas en K. /aclis. 

TESIS CON 
F 

'· T1 f, 'í,' ,.. \'';í"r.¡'.N ~e.,.¡.¡.i. ~;.; \...---~ ... -..I-
46 



Construcción O horas 6 horas 
K/FusI-LacZ 28.4±4.3 203.9±27.5 
LacZ Indetectable 53.6±17.5 
Vector 12.1±2.5 92.7±1.0 

Tabla 3. Actividad transcrlpclonal del promotor del gen K/Fus1 de células haploides de K. 
lactls en presencia de feromona de apareamiento del sexo contrario. La Inducción se 
hizo por 6 horas. Los valores están representados en unldades/mg proteína/mi y son el 
promedio del experimento realizado por quintuplicado. Aquí se presentan con su 
respectiva desviación estandar. Los valores obtenidos con la feromona del mismo sexo 
son semejantes a los que se presentan en la columna de tiempo cero • por lo que no se 
muestran en la tabla. 

O Horas 

6 Horas 

o 50 100 150 200 250 
Actividad específica de J3-galactosidasa (Unidades de J3-gal/mg prot/ml) 

Figura l 7- Actividad transcripclonal del gen K/Fus1 en respuesta a feromonas de 
apareamiento. Las barras muestran la actividad del promotor del gen K/Fus1 expuestas 
a la feromona del sexo contrario por el tiempo Indicado. Los valores están 
representados en unidades/mg proteína/mi y son el promedio del experimento realizado 
por quintuplicado. 
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4.6- Eíecto de KIGpal en la expresión de KIFusl 

En S. cerevisiae la respuesta a las feromonas de apareamiento está mediada por una 
proteína G heterotrimérica. Esta proteína G está compuesta por las subunidades a 
(ScGpal), J3 (ScSte4) y y (ScSte18). De estas subunidades, el dímero J3y es el encargado de 
modular positivamente a la vía de MAPKs activada en presencia de la feromona sexual de 
tipo sexual contrario (Whiteway et al., 1995). En K. lactis, el elemento de la proteína G que 
mejor se ha caracterizado como parte de la vía de respuesta a feromonas es el gen KIGpal, 
que codifica para la subunidad alfa de la proteína G (Saviñón et al., 2001). Los estudios 
realizados muestran varias dif"ercncias importantes en el papel que llevan a cabo las 
subunidades alfa en la respuesta a feromonas en S. cerevisiae y K. lactis. 

La interrupción de ScGpal en células haploides de S. cereV1s1ae tiene como 
consecuencia la interrupción del ciclo celular en la fase 0 1 y la consecuente formación de 
.. shrnoos", producto de la activación constitutiva de la vía. Esta interrupción finalmente 
tiene un efecto. letal sobre las celulas (Sprague y Thorner, 1992; Spain et al. 1995). La 
interrupción de K/Gpal en células haploides de K. lactis dan como resultado una cepa 
viable y no se presentan cambios aparentes en su morfología (Saviñón et al. 2001). Sin 
embargo, en estas mutantes se observó una reducción de 3 veces en el número de células 
gemantes, lo que sugiere un arresto en la fase 0 1 del ciclo celular (Saviñón et al. 2001). 
Asimismo, la interrupción LJKlgpal en K. lactis disminuye aproximadamente 20 veces su 
capacidad de apareamiento respecto a la cepa silvestre, sin importar el tipo sexual del 
parental que la posca, y el mayor efecto se observa cuando ambos parentales llevan esta 
interrupción (Saviñón et al., 2001). El hecho de que la interrupción de Gpal en K. laclis 
cause una disminución en el proceso de apareamiento y no sea letal para las células, 
muestran que KIGpal, a diferencia de ScGpal en S. cerevisiae, es un elemento de 
transducción positivo del sistema de respuesta a feromonas de apareamiento en K. lactis 
(Saviñón et al., 2001). 

Sabemos que el gen KlFusl se requiere para el proceso de apareamiento en células 
haploides de K. lactis y que su eliminación provoca una disminución en la formación de los 
diploides, mismo efecto que presenta la interrupción de KlGpal. Tan1bién sabemos que la 
transcripción de KIFusl se induce en respuesta a la feromona. Asimismo se encuentra 
reportado que KlGpal está involucrado en el sistema de respuesta a feromonas de 
apareamiento (Saviñón et al .• 2001). Esto nos llevó a pensar que probablemente ambos 
elementos se encuentran en la misn1a vía. Para grobar la relación que pudiera existir entre 
KlFusl y KlGpal expresamos el alelo Klgpal < 29

•L> del gen KlGpal (fig. 3c) en células 
haploides de tipo silvestre de K. lactis de sexo a transfectadas con la fusión KIFusl-LacZ 
(fig. 4a). El alelo Klgpal Q 298

L lleva una transversión en el segundo nucleótido (A por T) 
del triplete que codifica para la glutamina 298, que da lugar a una lcucina. Resultados 
obtenidos en el laboratorio n1uestran que este alelo es capaz de con1plcn1entar la 
interrupción L1Klgpal. Tan1bién sabemos que la actividad de GTPasa en esta subunidad a. 
mutada es n1enor a la de la silvestre, por lo que este alelo es capaz de mantener activa la vía 
de transducción sin necesidad de la presencia de la feromona. 
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Los datos obtenidos en este experimento están en la tabla 4 y figura 18. En dicha tabla 
podemos observar que en presencia de la feromona del tipo sexual contrario (a). la 
actividad transcripcional de K/Fusl en células que expresan K/gpalQ298

L fue 1.5 veces 
mayor que la actividad de las células que sólo expresan la fusión K/Fusl-LacZ, y 15 veces 
mayor que la de las células en condiciones basales. La diferencia entre la actividad obtenida 
en las células que expresan K/gpa1029

sL y las que sólo expresan la fusión KIFusl-LacZnos 
indica que la transcripción de K/Fusl es consecuencia directa de la vía activada por la 
K/Gpal. Basta que la vía esté encendida por la actividad de K/Gpal para que se presente la 
activación de K/Fus 1. sin necesidad de que la Ceromona del sexo contrario esté presente. 
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Feromona a. 
Construcción Sin f"eromona Feromonaa. Klgpal...,~7ºxL K/Ste12 
K/Fusl-LacZ 251±28 2694.9±137.8 3944.7± 1165.3 4547.8±1354.752 
LacZ 32±9 33±8 36± 12 26±7 
Vector 54±17 34±15 43± 10 16±8 

Tabla 4. Actividad transcrlpclonal del promotor del gen K!Fus1 en células haploides de K. 
Jaotls de tipo silvestre. La Inducción se hizo por 6 horas en presencia de Ja feromona del 
sexo contrario. Los valores estón representados en unidades/mg proteína/mi y son el 
promedio del experimento reallzado por quintupllcado. Aquí se presentan con su 
respectiva desviación estandar. Los valores de los controles obtenidos en Jos 
experimentos en presencia de la feromona del misma sexo son próctlcamente Iguales a 
Jos aquí representados. 

Sin ferornona 

Feromonacr. 

Feromona a. 
+ Klgpa1Q298' 

Feromona a. 
+K!Ste12 

o 1000 2000 3000 4000 5000 
Actividad específica de fl-galactosidasa (Unidades de fl-gaVmg prot/rnl) 

Figura l 8. Activación transcripcional del gen K!Fus1 en respuesto a distintos elementos de 
Ja respuesta a feromonas en K. lactis. Los datos aquí representados corresponden a Jos 
obtenidos de las células de haploides de K. tactis de sexo a que llevan Ja fusión K/Fus1 -
LacZ (ver tabla 4). Las condiciones se encuentran especificadas al lado de cada una 
de las barras, que en todos los casos representan el promedio de las unidades de 13-
galactosldasa/mg proteína/mi obtenidas de un quintuplicado para cada experimento. 
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4.7- Papel de K/Stel2 en la vía de respuesta a f'eromonas en K /actis 

Al definir al K/Fusl como un gen cuya transcripción aumenta en respuesta a las 
f'eromonas de apareamiento, quisimos encontrar el elemento responsable de activar su 
transcripción. Siguiendo el esquema comparativo entre los elementos que conforman la vía 
de respuesta a f'eromonas sexuales en S. cerevisiae y los probables elementos que 
conforman la vía en K. /aclis, elegimos como candidato a la proteína Stel2. 

La proteína Ste12 (ScSte12) en S. cerevisiae es la encargada de transcribir los genes 
sexo específicos, así como también los genes involucrados en la conjugación sexual de las 
células, incluido el ScFusl (Dotan et al. 1989). Se ha observado que la actividad 
transcripcional de ScFusl en células haploides de S. cerevisiae inducidas con feromona (50 
veces) desaparece cuando se interrumpe ScSte J 2 (Dolan et al., 1989; Dotan y Fields, 1 990). 
Se sabe tambien que ScSte 12 requiere fosf'orilarse para llevar a cabo su función (Dotan y 
Fields. 1990). En S. cerevisiae , la fosforilación de este factor transcripcional es resultado 
de Ja activación de la vía de MAPKs que integran la respuesta a las fcromonas (Crosby el 
al., 2000). 

Gracias a Ja complementación de una mutante LJScstel 2 de S. cerevisiae se pudo clonar 
el gen homólogo Stel2 de K. /aclis (K/Stel2) (Yuan et al., 1993). La homología entre el 
K/Ste12 y ScSte12 se estableció no sólo mediante la complementación de la mutante 
LJScstel2 de S. cerevisiae, sino también por medio de experimentos que compararon la 
capacidad de mediar la transcripción de genes sexo-específicos en S. cerevisiae, lo que dio 
como resultado que K/Ste12 pudiera transcribirlos. Otros dos hechos reportados que 
contribuyeron de manera importante para definir a K/Ste 12 como un factor transcripcional 
es el hecho de que el dominio de unión a DNA de K/Stel 2 presenta homología con los 
dominios de unión a DNA de factores transcripcionales tipo Ste12 reportado para varias 
especies (Yue el al., 1999) (fig. 19). Por último, mediante ensayos de protección a la 
DNAsa, se observó que este dominio en K/Ste12 reconoce la misma secuencia PRE que 
ScSte12 (Yuan et al. 1993). Sin embargo, en el trabajo no se reportó el papel que tiene la 
proteína K/Ste12 en el sistema de respuesta a feromonas de apareamiento en K. /actis, por 
lo que comenzamos por caracterizar al K/Ste/ 2 y. de poder definirlo como parte del 
sistema, nos veremos en la posibilidad de establecer su relación con los otros elementos 
reportados para la vía de respuesta a las feromonas de apareamiento en K. /aclis. Para ello, 
obtuvimos por PCR un fragmento que comprende la secuencia promotora (300 pb) y el 
marco de lectura abierto (2200 pb) del K/Ste 12 (fig. 3d). Utilizamos un par de cebadores de 
18 nucleótidos, diseñados a partir de las posiciones -387 y +2230 de la secuencia reportada 
en el banco de datos (número de acceso: L21 J 56). Utilizando un fragmento de 1200 pb. que 
comprende 300 pb de la secuencia 3· no codificante y 900 pb del ORF de K/Stel2 (fig. 5c). 
generainos niutantes AK/ste / 2 de ambos sexos por recon1binación hon1óloga. Con ellas 
trabajamos primero sobre el efecto que tiene la interrupción de K/Ste J 2 en el proceso de 
aparcamiento en K. /actis (fig. 20). 
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Figura 19. Alineamiento de secuencias primarias Ste 12. C. Neoformans (C.n.) S. cerevlslae (S.c.), C. alblcans (C.a.) y K. lactls (K.I.). 
Las identidades están sombreadas y las similitudes en recuadro sin sombra. Tomado de Yue et al. 1999. 



En ausencia de K/Stel2, se observó una disminución drástica en la f"ormación de los 
diploides respecto a los obtenidos en la cruza entre las cepas silvestres, por lo que decimos 
que la cepa presenta un f"enotipo estéril. Este f"enotipo se observó independientemente del 
tipo sexual de la célula haploide que llevara la interrupción del LJK/stel2 y sólo se requería 
uno de los parentales con la interrupción para obtener este resultado. El efecto observado 
cuando sobreexpresarnos el K/Stel2 en una cepa silvestre es claramente un aumento en el 
número de diploides respecto a los obtenidos en la cruza de la cepa silvestre. En las 
observaciones para estas mismas cruzas en S. cerevisiae, se ha reportado que la mutante 
LJScstel2 presenta un fenotipo estéril (Dolan et al. 1989). mismo fenotipo que presenta la 
cepa LlK/ste l 2, mientras que, cuando se sobre-expresa el ScSte l 2 en S. cerevisiae existe un 
aumento en la f"ormación de los diploides (Dolan y Fields, 1990). Este mismo efecto lo 
observarnos cuando sobrexpresamos el K/Ste12 en células haploides de tipo silvestre de K. 
/actis. En S. cerevisiae se relacionó la causa del aumento en la formación de diploides con 
la dosis génica de ScStel 2 utilizando células de tipo silvestre de S. cerevisiae que co
expresan el ScSte J 2 bajo el control de su propio promotor en un plásmido de alto número 
de copias y una f"usión ScFusl-LacZ (Dolan y Fields, 1990). En estos experimentos se 
observó que la transcripción del ScFusl se hacía constitutiva cuando ScStel2 se 
sobrexpresaba y que los niveles de ScSte J 2 eran letales para las células cuando la 
transcripción de ScSte J 2 estaba bajo el control del promotor de galactosa y este se 
encontraba activo (Dolan y Fields. 1990). 

Para saber si la dosis génica de K/Stel2 es responsable del aumento en la capacidad de 
apareamiento en K. lactis compararnos los niveles del mensajero de K/Stel2 en las 
siguientes células transfectantes de K. lactis: silvestre, LJK/stel2 y silvestre que sobrexpresa 
el K/Ste12. En la figura 21 podernos observar que los niveles de ARN mensajero en la cepa 
silvestre de K. lactis que sobrexpresa el K/Ste J 2 son mayores que los de la cepa silvestre. 
En la cepa LJK/ste J 2 no observarnos señal del mensajero. Al relacionar los niveles de ARN 
de K/Ste J 2 con la cantidad de diploides obtenida en cada cruza podernos pensar que 
K/Ste12 se requiere para el apareamiento celular y que su efecto sobre la vía de respuesta a 
las feromonas responsable de la formación del diploide en K. lactis es dosis-dependiente. 
Sin embargo, el hecho de tener una mayor cantidad de mensajero en la cepa silvestre que 
sobrexpresa el K/Ste J 2 no es suficiente para indicarnos el efecto que tiene sobre la posible 
activación de los genes requeridos por K. lactis para llevar a cabo el apareamiento y la 
consecuente formación de diploides. Por ello. quisimos probar el efecto de la sobrexpresión 
de K/Stel2 sobre la transcripción de K/Fusl utilizando la fusión K/Fusl-LacZ. 
Con1parando la actividad transcripcional de K/Fusl en células de sexo a de K. lactis contra 
la actividad que presenta en las células que sobrexpresan K/Ste J 2, ambas incubadas con 
feromona de tipo a (tabla 4 y fig. 18). observamos que en las células que sobrexpresan el 
K/Ste/2, K/Fusl presenta una actividad 1.7 veces nlayor a la de las células que no lo 
sobrexpresan. Esta actividad es 20 veces mayor que la de las células que sólo llevan la 
fusión K/Fusl-LacZ en ausencia de la f"eromona del sexo contrario. La diferencia entre la 
actividad de K/Fusl cuando K/Stel2 se sobrexpresa y la actividad de K/Fusl causada 
únicamente por la presencia de la fcromona del sexo contrario nos indica que la 
sob1·cxpresión de K/Stc 12 tiene un efecto dependiente de la dosis sobre la transcripción de 
K/Fusl y esto pudiera causar la activación constitutiva de los genes que se transcriben en 
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respuesta a feromonas de apareamiento, tal como sucede en S. cerevisiae (Dotan y Fields. 
1990). 

w WT +K.JSrcI2 

Figura 20. Formación de diploldes a partir de las cruzas WT. LJste12 y Ste12 sobrexpresado de K. 
tactls contra una cepa silvestre de sexo contrario. Los apareamientos se hicieron durante 6 horas 
a 30 ºC. Los dlploldes fueron seleccionados en medio SD sin amlnoócldos y fotografiados 
después de 24 horas de Incubación a 30ºC 

1 2 3 1 2 3 ·- . ..-... 
~-

4Hrs 6 Hrs 

1) WT 2) LJK/ste12 3) WT+K/Stei2 

Figura 21. Transferencia tipo "Northern" de RNA total de K. tactts. utilizando como sonda el gen 
K/Ste12. La Inducción de las cepas fue hecha 4 y 6 hrs. mismo tiempo que se dejaron las cruzas 
del experimento representado en lo figura 18. en medio mínimo para asegurar el mantenimiento 
del vector en la célula y medio de cultivo saturado de una cepa del sexo contrario en una 
relación 1/4 v/v. Los números en lo parte superior de cada carril indican la cepa de la cuál se 
obtuvo el ARN total. La extracción de ARN se hizo también a las O y 2 horas de Inducción. sin que 
se mostrara variación en la señal obtenida en la cepa LJK/ste12. A las O horas de inducción solo 
se observa señal en el carril correspondiente al ARN obtenido de la cepa silvestre de K. tactls que 
sobrexpresa el K/Ste12. En cada carril se cargaron 30mg de ARN total. 
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Para determinar si la actividad transcripcional de K/Fus J requiere de la presencia de 
K/Stel2 decidimos utilizar la fusión K/Fusl-Gfp (fig. 4b y 4c) en la mutante LJK/ste/2. 
Mediante el uso de cualquiera de estas construcciones fuimos capaces de determinar que 
K/Fusl se localiza en la periferia de las células silvestres cuando la vía de transducción es 
activada por la presencia del elemento de control positivo de la vía de respuesta a las 
foromonas de apareamiento en K. lactis, K/Gpal (ver punto 4.9). Debido a la falta de 
marcadores en las cepas de K /actis lac4- utilizadas en este trabajo, no fue posible el uso de 
la fusión KIFusl-LacZ. 

En las células haploidcs de tipo silvestre de K. /actis que co-expresan el K/Ste J 2 y la 
f"usión K/Fusl-G./P observamos que la proteína K/Fusl se presenta en la perif"eria de las 
células, sin que sea necesario incubarlas con fcromona (Fig 22a). mientras que en una cepa 
haploide LJK/ste/2 que expresa la fusión K/Fusl-Gffi no pudimos detectar fluorescencia 
(fig. 22b). La fluorescencia se presenta solamente cuando la cepa LJK/ste/2, transfectada 
con la fusión KIFusJ-G.fP, expresa el K/Ste/2 (fig. 22c). Estos resultados no sólo nos 
sugieren que K/Stel2 es necesario para la transcripción de K/Fusl, sino que también 
corroboran el efecto de activación constitutiva que presenta el K/Fusl causada por la 
sobrexpresión de K/Ste 1 2. 

Agrupando estos resultados, podemos plantear que el factor transcripcional K/Ste 12 se 
requiere tanto para el apareamiento en K. /actis como para activar la transcripción de 
K!Fusl en respuesta a las feromonas sexuales. También, que la sobrexpresión de K/Ste/2 es 
suficiente para eliminar el requerimiento de la activación de la cascada de señales por parte 
de la feromona del sexo contrario. Este efecto también lo vemos cuando expresamos la 
versión activa de K/Gpal. 

Figura 22. Transcripción de K/Fusl en células haploides de K. lactis dependiente 
del factor transcripcional K/Stel 2. Todas las cepas fueron transfectadas con la 
fusion K/Fus-Gfp. a] WT+KISte12 b] LJK/ste12 c) LJK/ste12+K!Ste12. 
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4.8- Relación entre K/Ste12 y el elemento de control positivo de la vfa de respuesta a 
feromonas de apareamiento en K. /actis: K/Gpal. 

Hemos probado que la transcripción de K/Fusl es activada por K/Gpal y por la 
sobrexpresión de K/Stel2, por lo que suponemos que K/Gpal, K/Ste/2 y K/Fusl fonnan 
parte de la misma vía. Sin enmbargo, el efecto de la interrupción de K/Stel2 y K/Gpal en el 
apareamiento es el mismo. Ambas tienen como resultado una disminución en la formación 
de diploides durante las cruzas entre células haploides de sexo opuesto en K. lactis. Esto 
nos llevó a pensar que probablemente ambos elementos se encuentran en la misma vía. Para 
probar este punto expresamos el alelo K/gpa1º29

•1. del gen K/Gpal en una cepa haploide 
LlK/stel 2 y vimos el efecto de esta expresión en el apareamiento. 

Se hicieron las siguientes cruzas de Ja cepa LJ.K/ste12: LJKlste/2+K/gpaJ0298LXK/Ste12; 
LlK/ste J 2XK/Ste I 2 y LJK/ste 12+ K/Ste 12XK/Ste1 2. Los resultados se muestran en la figura 
23. En ellos observamos que la cepa LJK/ste/2 que expresa Klgpal 0298

L presentó el mismo 
fenotipo estéril que la cepa LJ.K/stel2, por lo que K/Gpal no es capaz de complementar Ja 
mutación LlK/ste/2, posiblemente debido a que no se transcriben los genes necesarios para 
la conjugación sexual. Pensamos que K/Ste12 es el factor transcripcional encargado de 
realizar esta función mientras que K/Gpal se encarga de activar la vía de respuesta a 
feromonas de apareamiento de forma análoga al dímero py de la proteína G heterotrimérica 
en S. cerevisiae. Al comparar la posición de estos elementos en la cascada de señales en S. 
cerevisiae podemos ver que ScGpal se encuentra corriente arriba de ScStel2 (fig. 2). 
Utilizando la fusión K/Fus 1 -G.fP en una cepa haploide LJK/ste J 2 de K. /actis que expresa 
K/gpaJ029•L (fig. 24a) podemos confirmar que K/Fusl no se activa, puesto que no se 
presentó la localización de la fluorescencia que observamos cuando una ceea haploide de 
K. /actis de tipo silvestre co-expresaba la fusión K/Fusl-Gfp y Klgpa/0298 (fig. 24b). La 
fluorescencia localizada se volvió a presentar cuando en la cepa LJK/ste 1 2 co-expresamos el 
alelo Klgpa/0298 1. con el gen K/Ste/2 (fig. 24c). En estos experimentos no pudimos percibir 
la presencia de células con las proyecciones en la cepa LJK/ste J 2 de K. lactis que expresa 
KlgpaJº298

L que normalmente observamos en una pequeña proporción en la cepa de tipo 
silvestre que expresa este alelo. Por eso pensamos que K/Stel2 se requiere para la 
formación de las mismas, posiblemente activando algunos genes involucrados en este 
proceso. 

El hecho de que K/Gpal sea incapaz de complementar la falta de K/Stel2, que K/Fusl 
no se transcriba y que no se formen las proyecciones celulares en ausencia de K/Ste/2 aún 
cuando la vía esté activada por K/Gpal, nos sugiere que ambos elementos forman parte del 
misn10 sistema, y nos llevan a suponer que probablen1ente K/Gpa 1 esté ubicado corriente 
arriba de A1Ste 12 en la cascada de señales en K. /actis de la misma manera que en S. 
cerevisiae. 
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LJK/steI2+ 
Klgpa IQ29HL 

LJK/steI2 L1KlsteI2+ 
K/SteI2 

Figura 23. Cruzas de la cepa LJ.ste12 de K. lactls. Los apareamientos se hicieron 6 horas 
a 30 ºC. Los diploides fueron seleccionados en medio mínimo (SD) y fotografiados 
después de 24 horas de incubación a 30ºC. 

Figura 24. Transcripción de K!Fus1 en células haploides de K. loctis dependiente de 
K/Stel 2 y K/Gpal. Todas las cepas utilizadas fueron transfectadas con la fusión K/Fus1-
Gfp. a) ¿j}(/sfe12+K/gpalQ264

' b) WT+ K/gpalQ264
' c) LlK/ste12+K/Sfe12+ K/gpalQ264

'. Las 
células fueron fotografiadas después de 24 horas de crecimiento a 30ºC. Unlcarnente 
se muestra la flourecencla en las células no diferenciadas. 
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4.9- Localización subcelular de K/Fus1 en K. /actis. 

Una característica que adquieren las células haploides de S. cerev1s1ae en la respuesta 
a las feromonas de apareamiento es el cambio en su morf"ología, de forma ovalada (fig. 25a) 
a una forma de pera conocida como "Shmoo" (fig. 25b). El estado shmoo puede observarse 
en las células haploides tratadas con feromona de tipo sexual contrario, o por células que 
expresan un alelo de ScGpa1 con una deficiencia en su actividad intrínseca de GTPasa en 
ausencia del estímulo (Kurjan et al. 1991). En esta etapa temprana de la formación de los 
diploides los gametos re-orientan su polaridad, aparentemente en respuesta al gradiente de 
foromona producida por la célula del otro sexo más cercana (Marsh, 1991; Sega!, 1993; 
Amberg et al .• 1995; Dorer et al., 1995; Moskow et al., 2000; Poritz et al., 2001). Esto da 
como resultado que la célula dirija su crecimiento hacia la célula del sexo contrario 
mediante la formación de una proyección (Kurjan, 1 990; Roberts y Fink, 1994) a partir del 
mismo sitio de donde la célula haploide gema durante su estado vegetativo (Thorner, 1 980). 
Este sitio se encuentra marcado por un anillo de quitina f"ácil de distinguir, pues presenta las 
cicatrices de las gemas producidas por la levadura (Drubin, 1991). También las 
proyecciones pueden f"ormarse a partir de sitios distintos al polo de gemación, lo que 
sugiere una cierta interacción de las células que se encuentran muy cercanas una de la otra 
(Madden y Snyder, 1998). 

La f"ormación de la proyección causada por la activación de la vía de transducción en 
respuesta a las feromonas sexuales en S. cerevisiae, requiere de un remodelamiento del 
citoesqueleto, de tal manera que la célula crezca de forma asimétrica y que, por otra parte, 
se inhiba el proceso de gemación (Barnes et al., 1 990). Durante la formación de la 
proyección comienzan a acumularse parches de actina filamentosa (F-actina), en f"orma de 
agregados, en la corteza celular subyacente al sitio de crecimiento, mientras que se f"orman 
cables de actina alineados con respecto al eje más largo de la proyección (Hasek et al., 
1987; Gehrung y Snyder, 1990; Snyder et al., 1991). Los microtúbulos se extienden del 
huso acromático de la membrana nuclear hasta la punta de la proyección (Hasek et 
al., 1997; Meluh y Rose, 1990). El núcleo tiende a colocarse en la parte media del cuello de 
la proyección y se orienta colocando su huso acromático frente a la punta de la proyección 
(Baba et al., 1989; Sprague y Thorner, 1 992). Es en este punto donde se localiza la proteína 
ScFusl y por donde se lleva a cabo primero la f"usión membrana! y posteriormente la f"usión 
nuclear de los gametos para f"ormar el diploide (Trueheart et al., 1987). 

En cultivos de cepas haploides de tipo sexual a. de K. lactis (fig. 25c). tratadas con 
f"eromona del sexo contrario, se han podido distinguir células que presentan alargamientos 
en su morfología (fig. 25d) y que tienen cierta semejanza con la f"orma característica 
(shn100) que toman los gan1etos de S. cerevisiae cuando las células haploides se exponen a 
la foromona (fig. 25b). El aumento de la frecuencia de aparición de estas formas en K. 
lactis la hemos observado también en células de tipo silvestre que expresan K/gpal 0298

'- y 
en nlutantes LJgpal que expresan Klgpa 1°298

'-, por lo que cree111os que esta forn1a resulta de 
la activación constitutiva de la vía de respuesta a las fcron1onas de aparcamiento en K. 
lactis por parte de la Klgpa 1 Q298

'-. Pensamos que esto pudiera constituir una fonna de 
diferenciación que ton1an las células previa al evento de conjugación sexual en K. lactis. y 
que posible111ente este proceso pudiera requerir del remodelan1iento del cito.:squclcto para 
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S.ccrcvisi.Jt: 

K. her.is 

Sin f'eromona Con f'eromona 

Figura 25. Estados morfológicos de células haploides de S. cerevlslae (a y b) y 
K. lactls (c y d). Del lado derecho se indica la especie de levadura. Abajo se 
Indica el tratamiento para cada uno de los cultivos celulares. La inducción en 
cada caso (b y d) se hizo utilizando la feromona de la cepa del sexo contrario 
para cada especie (ver material y métodos). Las microfotografías se tomaron 
a las 6 horas deinducción para el caso b y d. mientras que para el caso a y c 
se dejaron crecer en ausencia de la feromona del sexo contrario por el 
mismo periodo de tiempo. En las figuras a y e se observan claramente un 
número de células en proceso de gemación, mientras que en las figuras b y 
d el número de células gemantes es menor. 
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que se lleve a cabo Ja fusión membrana! y nuclear. Con la finalidad de determinar la 
localización subcelular de K/Fusl y probar si existe alguna relación entre su ubicación y el 
estado de diferenciación morfológica que presentan las células cuando la vía de tranducción 
en respuesta a feromonas se encuentra activada, tal y como sucede con ScFus 1 en S. 
cerevisiae, fusionamos la secuencia de K/Fusl con la secuencia de la proteína verde 
fluorecente (G./P) (Rodríguez-Concepción et al., 1999)'. La primera contrucción contiene el 
fragmento de 1 138 pb de K/Fus 1 utilizado para la construcción K/Fus 1-LacZ, que lleva 264 
pb del marco de lectura abierto, que codifican para 88 residuos de aminoácidos del extremo 
amino terminal de K/Fus 1 y 874 pb de la región 3 'no codificante con la secuencia G.fP (750 
pb) (fig. 4b). Esto lo hicimos ya que probamos que el tamaño de la secuencia promotora era 
suficiente como para que la transcripción se active en respuesta a la feromona del sexo 
contrario y en presencia del alelo K/gpaJQ2641

•• Al no estar seguros de que la secuencia 
codificante contenida en esta fusión fuera suficiente para garantizar la correcta localización 
de KIFusl, hicimos otra construcción que lleva un fragmento de 2838 pb, el cual contiene 
1505 pb de la región 3 'no codificante y la totalidad del ORF de K. /actis (1533 pb) 
fusionado con la secuencia G.fP (fig. 4c). El fragmento de 2838 pb se obtuvo por PCR 
utilizando como cebadores un par de deoxioligonucleótidos de 20 nucleótidos, diseñados a 
partir de las posiciones -1324 y +1435 de la secuencia K/Fusl. Con ambas construcciones 
transf"ectamos células haploides de K. /actis, de tipo silvestre, que expresan K/gpat 0298

L. En 
las observaciones que a continuación se presentan no existe dif"erencia entre los resultados 
obtenidos, cualquiera que fuera la construcción K/Fusl-Gfp que expresen. 

En la figura 26 observamos que K/Fus 1 p se localiza, en gran medida, en la punta (fig. 
26a) y el cuello (fig. 26b) de la proyección de las células diferenciadas, mientras que en 
células que no presentan esta proyección se presenta exclusivamente en la periferia de la 
célula (fig. 26b). El hecho de que con ambas construcciones se observe la misma 
localización nos indica que los primeros 88 aminoácidos de la proteína K/Fusl son 
suficientes para que la proteína se ubique. La localización de la fluorescencia en la periferia 
de las células que no presentan las proyecciones, junto con la presencia de sitios potenciales 
de glicosilación en el extremo amino de la proteína y el cruce trasmembranal apoya la idea 
de que muy probablemente K/Fusl sea una proteína de membrana. Respecto a la 
distribución de la fluorescencia en las células que forman la proyección y las que no, nos 
sugiere que la distribución de K/Fus 1 es diferencial y su localización depende de la 
morf"ologia. 
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Figura 26. Localización subcelular de K/Fus l en K. lactls. Las fotografías muestran 
un corte hecho a células diferenciadas tipo a. transfectadas con el alelo 
K/gpal Q 298

L que expresan la fusión K/Fus1-Gfp. a) Localización de la fluorecencla 
en la punta de la proyección de la célula. b) Localización de la fluorecencia en 
el cuello de Ja proyección (parte superior de la lrnógen) y en Ja periferia de las 
células no diferenciadas (parte Inferior derecha de la irnógen). 
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-Una vez que el hombre ha conquistado el miedo, está libre de él por el resto de su vida, 
porque a cambio del miedo ha adquirido la claridad: una claridad de mente que borra el 
miedo. Para entonces, un hombre conoce sus deseos; sabe con10 satisfacer esos deseos. 
Puede preever los siguientes pasos del aprendizaje, y una claridad nítida /o rodea todo. El 
hombre siente que nada está oculto. 

" Y así ha encontrado a su segundo enemigo: ¡la claridad! Esa claridad de mente, tan 
dificil de obtener, dispersa el miedo, pero también ciega" 

"Fuerza al hombre a no dudar nunca de sí. Le da la seguridad de que puede hacer todo lo 
que se le antoje, porque todo lo que ve lo ve con claridad Y tiene valor porque tiene 
claridad, y no se detiene ante nada porque tiene claridad. Pero todo eso es un error; es 
como si viera algo claro pero incompleto. Si el hombre se rinde a esa ilusión de poder, ha 
sucumbido a su segundo enemigo y será torpe para aprender. Se apurará cuando debía 
ser paciente, o será paciente cuando debería apurarse. Y tonteará con el aprendizaje, 
hasta que termine incapaz de aprender nada más. " 

" Un hombre derrotado en esta forma no muere, solo ha sido parado en seco en sus 
intentos por hacerse hombre de conocimiento: en vez de eso, el hombre puede volverse un 
guerrero impetuoso o un payaso. Pero la claridad que tan caro ha pagado no volverá a 
transformarse en oscuridad y miedo. Será claro mientras viva, pero ya no aprenderá ni 
ansiará nada. " 

"Para evitar la derrota debe de hacer lo mismo que hizo con el miedo: debe desafiar su 
claridad y utilizarla sólo para ver, y esperar con paciencia y medir con tiento antes de dar 
otros pasos; debe pensar, sobre todo, que su claridad es casi un error. Y vendrá un 
momento en que comprenda que su claridad era solo un punto delante de sus ojos. Y así 
habrá vencido a su segundo enemigo. y llegará a una posición donde ya nadie puede 
daíiar/o ..... " 

.. Las Ensei\anzas de Don Juan .. 
Carlos Castaneda. 
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5. Discusión 

La respuesta a las feromonas sexuales en S. cerevisiae es un proceso que inicia cuando 
las células haploides reciben el estímulo hormonal por parte de la célula del sexo contrario, 
concluyendo en la transcripción de una serie de genes cuya función orquestada es causa de 
la conjugación sexual de los gametos (van Drogen et al. 2001; Konopka y Fields. 1992). 

Cuando la feromona del sexo contrario se une al receptor membrana! específico de la 
célula haploide, la interacción física de este receptor con la proteína G heterotrimérica que 
lleva acoplado se ve afectada (Oehlen y Cross, 1994; Breitkreutz et al., 2001 ). Dicha 
alteración resulta en la disociación de la proteína G, cuyo dímero J3y se encarga de 
transducir la sefial a una serie de cinasas, lo que al final deriva en la transcripción de una 
serie de genes cuyos productos tienen efectos tales como el arresto en la fase G 1 del ciclo 
celular, la reorganización del citoesqueleto, la fusión membrana) y por último la fusión 
nuclear para la formación de los diploides (Oehlen y Cross. 1994; Breitkreutz et al., 2001 ). 

Fusl es uno de los genes cuya transcripción se activa en la respuesta a las feromonas 
sexuales en S. cerevisiae (Trueheart et al. 1987). ScFus 1 participa en la fusión membrana! 
de los gametos durante la formación del diploide (Trueheart y Fink, 1989). Los estudios 
sobre este gen han permitido analizar el efecto producido por cualquier alteración en el 
sistema, asi como también para establecer modelos alternativos para estudiar el evento de la 
fusión membrana) en organismos superiores (White, 1992; Sprague y Thomer, 1992; 
Herskowitz, 1 988; Rose. 1 996; Marsh y Rose, 1997; Brizzio et al., 1998). 

En el laboratorio estamos interesados en definir la cascada de sefiales activada por las 
feromonas de apareamiento en la levadura K. lactis y conocer sus componentes. En este 
trabajo se describe un nuevo componente del sistema, el KIFus 1, y su relación con otros 
dos elementos que integran la vía de respuesta a feromonas de apareamiento en K. /actis; 
KISte 12 y KIGpa 1. 

Utilizando la información disponible a partir de la secuenciac1on del genoma de K. 
Jactis sobre un fragmento reportado como KIFusl (Bolotin-Fukuhara et al. 2000), fuimos 
capaces de clonar un fragmento que contiene el marco de lectura abierto en su totalidad y 
1305 pb de secuencia 5· no codificante, donde pensan1os se encuentra la región promotora. 

La traducción del marco de lectura muestra una proteína que, comparada en su 
totalidad con las secuencias primarias reportadas en el banco de datos, resulta tener el 
mayor porcentaje de identidad con ScFus 1. Aunque la similitud entre ambas secuencias 
primarias es baja, se trata de proteínas hon1ólogas. Teóricamente, KIFusl presenta un 
extremo amino terminal con varios sitios potenciales de glicosilación orientado hacia el 
exterior celular, seguido de un cruce transmembranal y un extremo carboxilo con un 
don1inio SI-13 orientado hacia el citoplasma. Esta misn1a estructura la encontran1os 
reportada para ScFus 1 (Trueheart y Fink, 1989), una proteína de membrana de un solo 
cruce transn1c1nbranal, que tiene orientado su cxtren10 an1ino hacia el periplasma celular. 
111is1110 que se encuentra glicosilado en los residuos de scrinas y treoninas por 
oligosacáridos de cadena corta, de entre 5 y 1 O residuos de manosa. Esta glicosilación se ha 
reportado en las levaduras únicamente en los dominios externos de las proteínas de 
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membrana y de vacuola (Lehle et al .• 1977; Marriott el al .• 1979; Trueheart y Fink. 1989; 
Schmitt y Pfoiffer. 1990; Heimo et al .• 1997; Van Hoof" et al .• 1991; Bourdineaud et al .• 
1998; Chen. et al.. 1999). El hecho de que la secuencia primaria del extremo amino de 
KlFus 1 tenga residuos de serinas y treoninas con un alto potencial como blanco de 
glicosilación, seguido de un cruce trasmembranal hipotético, así como la alta probabilidad 
de que el extremo amino se encuentre orientado hacia el exterior celular nos hace pensar 
que muy probablemente esta proteína se localice en la membrana plásmática. Esta 
propuesta se apoya también en la observación de la distribución de la fluorescencia en la 
periforia de las células transfectadas con la fusión KlFusl-GJP que tienen encendida 
constitutivamente la cascada de señales en respuesta a f"eromonas de aparcamiento en K 
lactis, efecto causado por la actividad del alelo K/gpaJ 0298

L. Esta distribución se observa 
en estas células cuando expresan no sólo la f"usión K/Fusl-Gfp que lleva el marco de lectura 
abierto de KlFusl en su totalidad. sino que también la observarnos cuando solamente lleva 
la secuencia que codifica para los primeros 88 residuos de aminoácidos del extremo amino 
terminal de K/Fus 1. lo que nos permite proponer también que esta secuencia pudiera 
cumplir la f"unción de péptido señal. ya que su presencia es suficiente como para que la 
proteína K/Fus 1 se localice. En S. cerevisiae no se ha determinado la existencia de péptido 
señal y por lo tanto tampoco la longitud mínima del extremo amino terminal para definirlo. 
Sin embargo. se ha reportado que este extremo es importante para su ubicación subcelular, 
ya que células haploides de S. cerevisiae que expresan una versión trunca de la proteína 
ScFusl en el extremo amino no presentan la localización en la membrana (McCaffrey et al. 
1987). 

En el extremo carboxilo de ambas proteínas hay un dominio de tipo SH3 (homólogo a 
Src de tipo 3). Comenzaremos primero por definirlo. El dominio SH3 se encontró en la 
región moduladora de una oncoproteína de tipo tirosín-cinasa citoplásmica, llamada Src 
(Mayer et al .• 1988). Desde entonces se le ha encontrado en una gran variedad de proteínas 
involucradas en transducción de señales, tanto citoplásmicas como asociadas a la 
membrana (Mussacchio et al .• 1992; Pawson. 1994; Pawson, 1995). En general. el dominio 
SH3 abarca 60 residuos de aminoácidos, de los cuales solo 1 O interactúan directamente con 
su ligando, uniéndose específicamente a secuencias ricas en prolinas. específicamente al 
motivo PxxP. presente en las proteínas como la actina (Ren et al .• 1993 ). Posteriormente se 
propuso que estos dominios SH3 servían como intermediarios entre elementos que integran 
una cascada determinada de señales, ya sea corriente arriba o corriente abajo (Mayer. 
2001 ). Esta capacidad del dominio SH3 para interactuar fisicamente con proteínas 
relacionadas con el citoesqueleto, así co1no de regular procesos de transducción de señales 
explica la gran variedad de procesos celulares en los que se encuentra involucrado, tales 
corno la regulación de enzimas por medio de interacciones moleculares, incrementando o 
alterando la concentración subcelular de elementos involucrados en cascadas de 
señalización o mediando el ensamblaje de complejos multiproteicos (Mayer, 2001 ). Uno de 
los ejemplos clásicos de la importancia en la f"unción de intermediario en las cascadas de 
señalización y promotor del ensamblaje de complejos multiprotcicos del dominio SH3, es 
el papel que tiene en el síndrome del querubismo, una cnfcrn1edad hereditaria autosomal 
do111inante en hun1anos, que se caracteriza por la rápida degradación de las mandíbulas 
superior e inferior. con el desarrollo posterior de grandes masas de tejido fibroso. Esta 
enfermedad es causada por mutaciones que han sido nlapeadas en el don1inio SH3 de la 
proteína SH3BP2 localizada en el cromosoma 4pl6.3 del humano (Ueki et al .• 2001 ). Esta 
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proteína es parte de la vía de señalización de la cinasa citoplásmica c-Abl, que participa en 
la reparación del ADN dañado por algunos f"actores, principalmente por radiación ionizante. 
Alteraciones en esta proteína f"orman parte importante del proceso de la oncogenesis (Cong 
et al .• 2002). 

Un ejemplo de la importancia de las f"unciónes del dominio SH3 durante la respuesta a 
f"cromonas de aparcamiento en S. cerevisiae es el proporcionado por la proteína Bem 1, la 
cual tiene una f"unción que abarca los tres principales eventos causados por la activación de 
la cascada de señales, a saber: la transcripción de una serie de genes (i.e Fusl), el arresto 
celular en la fase G1 del ciclo y el crecimiento polarizado de la célula (formación de 
"'shmoos") (Peterson et al., 1994). · 

El punto de convergencia entre la vía de las MAPKs de la respuesta a las feromonas 
(Ver figura 2) y los elementos responsables del crecimiento polarizado de la célula en S. 
cerevisiae está dado por la interacción de la proteína ScSte20 y las proteínas ScCdc24, 
ScCdc42 y ScBem 1 (Oehlen y Cross. 1 998). Estas tres últimas proteínas regulan el 
crecimiento polarizado durante la formación del ""shmoo" y la gemación (Bender y Pringle, 
1989). Cdc24 es un factor de intercambio de nucleótidos de guanina (GDP-GTP) 
dependiente de calcio (Miyamoto et al., 1991 ), y su sustrato es la GTPasa tipo Rho Cdc42 
(No bes y Hall, 1994; Simon et al., 1995; Zhao et al., 1995). La inactivación de cualquiera 
de las dos proteínas en células haploides de S. cerevisiae da como resultado que, cuando se 
activa la vía de respuesta a las f"eromonas. los gametos no forman las proyecciones 
necesarias para el apareamiento, e impiden la inducción de los genes involucrados en la 
respuesta a f"eromonas (Simon et al., 1995). Las células haploides de S. cerevisiae que 
expresan una versión tcrmosensible de Cdc24 son incapaces de gemar (Sloat et al., 1981 ). 
no f"orman la proyección en respuesta a las feromonas de apareamiento (Field y Schekman, 
1980) y reducen drásticamente su capacidad de apareamiento (Reíd y Hartwell, 1977). 
Bem 1 es una proteína con un dominio SH3 que se une directamente a Cdc24. Ambas se 
localizan cerca de los parches corticales de actina que marcan el sitio de gen1ación y 
regulan el citoesqueleto. Cdc42 y su regulador, Cdc24 unido a Bcm 1. se encuentran en un 
complejo multiproteico que se encuentra en el sitio de gemación de las células haploidcs 
(Adams et al., 1990; Lyons et al., l 996). Cuando la proteína G se disocia en sus 
subunidades Ga y Gf3y por la interacción del receptor con la feromona. el dímero f3y activa 
a la vía de MAPKs por medio de su interacción con Ste20. Es en este momento cuando 
Cdc42, acoplado a Cdc24 unido a Bem 1, interactúa con Stc20 y con la subunidad Gf3 del 
dímero f3y. El complejo Ste20-f3y-Cdc42-Cdc24(Bcm 1) interactúa entonces directamente 
con el módulo Ste5 que lleva unidos a las protcinas Ste 1 l, Stc7 y Fus3. lo que da la 
especificidad para que el ractor transcripcional Stc 12 sea fosforilado por este complejo y 
por lo tanto active a los genes requeridos para que se lleve a cabo la conjugación sexual. La 
interacción del complejo Ste20-f3y-Cdc42-Cdc24(Bem 1) con Ste5(Ste7-Ste 1 l -Fus3) está 
mediado por la proteína Bem l, específicamente por su dominio SH3. y no sólo influye en 
la transducción de la señal corriente abajo de Stc20, sino que también Bem 1 es capaz de 
reclutar en este nlismo con1plcjo a la proteína Far! (Butty et al. 1998). el cual es un 
controlador del ciclo celular. Gracias a esta interacción. Farl es capaz de inhibir la 
actividad de los productos involucrados en la transición de la fase G1-S del ciclo celular y 
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por lo tanto, permiten el arresto en la fase G 1 del ciclo (Valtz y Peter, 1997; Butty et al., 
1998). 

En la selección del sitio por donde se va a llevar a cabo la formación de la proyección 
en presencia de gradientes de feromona, está también involucrada la proteína ScRsrl. Rsrl 
es una proteína de unión de GTP de la superfamilia Ras que está involucrada en la 
selección del sitio de gemación (Dorer et al. 1 995). Cuando se une con la proteína Cdc24, 
su actividad de GTPasa se inhibe y entonces funciona como intermediaria en la unión de 
Bem 1 y Cdc24. Esta umon permite la ubicación del complejo Ste20-f3y-Cdc42-
Cdc24(Bem l )-Farl -Rsrl en la membrana plasmática. justo en el sitio de gemación. La 
ubicación de este complejo marca el punto por el cual se comenzará a reorganizar el 
citoesqueleto para iniciar el crecimiento polarizado de la célula, que le da la íorma 
característica de .. schmoo" (Zheng et al. 1995; Park et al. 1997). 

En resumen, la proteína de tipo SH3, Bem 1, que se requiere durante la reproducción 
vegetativa de las células haploides de S. cerevisiae, está involucrada con el proceso de 
transducción de señales en respuesta a íeromonas de apareamiento en dos niveles: sirve 
como intermediario en la tranducción de la señal y permite el ensamblaje de un complejo 
multiproteico de MAPKs localizándolas en un punto subcelular específico. Estas dos 
funciones dan como resultado el arresto celular en la fase 0 1 del ciclo, y el establecimiento 
del sitio de la formación de la proyección, que define el sitio por donde se llevará a cabo la 
fusión membrana! y nuclear. 

Una vez formada la proyección en S. cerevisiae. entramos al terreno de la especulación 
sobre el papel del dominio SH3 presente en el extremo carboxilo terminal de ScFus I, 
mismo que se encuentra en el extremo carboxilo de KIFusl. Se cree que, en primer lugar, el 
dominio SH3 de ScFus 1 interactúa con los filamentos de actina del citoesqueleto y se dirige 
hacia el punto donde se encuentra el complejo multiproteico que definió al sitio donde se 
comenzó a formar la proyección, mismo por donde se lleva a cabo la gemación (Dorer et al. 
1995). Experimentos con células haploides de S. cerevisiae inducidas con íeromona de tipo 
sexual contrario expuestas a Latrunculina-A, un íármaco que impide la íormación de cables 
de actina (Ayscough. 1 998), muestran que el ScFus 1 no es capaz de ubicarse en la punta de 
la proyección (Finger y Novik. 1998). Asimismo, las células haploides de S. cerevisiae que 
expresan una versión de ScFusl mutagenizada en el extren10 carboxilo, específicamente en 
el dominio SH3. presentan defectos en su ubicación (Gammie et al., 1998). El eíccto de la 
mutagenización del dominio Sl-13 no sólo se limita a defoctos en la ubicación subcelular de 
ScFus 1; durante el proceso de fusión, una vez que ScFus 1 está ubicada en el extremo de la 
proyección, comienzan a movilizarse una serie de vesículas que. se piensa, llevan las 
enzi111as necesarias para degradar la pared celular justo en el punto de contacto entre las dos 
células que están por íusionarse (Bames et al .• 1990; Sprague y Thorner, 1992; Park et al., 
1997). La ubicación de estas vesículas depende de la localización de ScFusl. Cuando el 
do111inio SJ-13 de esta proteína presenta alteraciones. estas vesículas no pueden localizarse 
en el extren10 de la proyección. dando con10 consecuencia la interrupción de la íusión 
me111branal justo en el punto de contacto (El ion el al .• 1995). Un reporte relaciona a la 
proteína ScMyo5 con las proteínas con don1inios SI-13. con la estabilidad de las 111c111branas. 
el transporte intracelular y la reorganización del citocsqueleto. Aunque no se ha establecido 
la íunción de esta proteína en el evento de la conjugación celular en S. cerevisiae, podría 
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estar relacionada, ya que los procesos en los que interviene se presentan y deben ser 
regulados durante la fusión membrana! de los gametos. ScMyo5 es una miosina de tipo 1 
con un dominio de tipo SH3 que interactúa con la F-actina localizada en el sitio de 
gemación y por donde se forn1an las proyecciones en respuesta a la feromona. Las células 
haploides de S. cerevisiae que llevan una interrupción del gen presentan defectos en el 
crecimiento polarizado y la acumulación de membranas intracelulares. ScMyo5 se localiza 
en el punto por donde se lleva a cabo el crecimiento polarizado, donde existe una 
acumulación de parches de F-actina, y cuando estas células expresan una versión de 
ScMyo5 alterada en su dominio SH3 o son tratadas con Latrunculina-A presentan defectos 
en su localización, por lo que se sugirió que la interacción de la F-actina y ScMyo5 está 
mediada por el dominio SH3. Mediante ensayos de doble híbrido y complementación 
genética, observaron que la interacción de ScMyo5 con la F-actina está mediada por una 
proteína rica en secuencias de prolinas, llantada ScVrp 1 y que esta interacción es 
importante para los procesos de crecimiento polarizado, la estabilidad de la membrana 
plasmática durante procesos como la endocitosis (Riezman et al. 1 996) y el transporte 
intracelular (Anderson et al., 1998). El hecho de que KlFus 1 presente un domino SH3 en 
su extremo carboxilo terminal y que esta sea la zona donde se tiene la mayor homología 
entre K/Fusl y ScFusl y si la función del domino SH3 en la mediación en el 
establecimiento de complejos multiprotéicos está tan conservada (Mussacchio et al., 1992). 
pudiera sugerir que este dominio sirva en KlFus 1 como punto de referencia para la 
ubicación de la maquinaria molecular que lleva a cabo el proceso de la fusión celular en 
algún punto específico, tal y como ocurre en S. cerevisiae. 

ScFusl está involucrada en la fusión de las membranas celulares requerida en el 
proceso de formación de los diploides (Trueheart et al. 1987). La intensidad del efecto 
causado por eliminación de ScFusl depende de la presencia de la interrupción en uno o 
ambos sexos. Cuando an1bos parentales carecen de este gen el apareamiento de las células 
se interrumpe justo antes de la fusión citoplasmática (Trueheart y Fink. 1989). En cruzas 
donde solo uno de los parentales lleva la interrupción L1Scfi1s l la disminución en la 
formación de diploides es prácticamente nula. Esto se debe a que el ScFusl del otro 
parental es capaz de llevar a cabo el proceso de la fusión celular (McCaffrey et al. 1987; 
Trueheart et al. 1 987). La complementación de la interrupción LJScFus l por parte de 
KlFusl nos permite proponer que KlFusl posiblemente participa en el proceso de la fusión 
membranal, ya que se tiene bien caracterizado el efecto de la interrupción LJScfusl en el 
apareamiento celular en S. cerevisiae. El hecho de que esta complementación sea de 
n1anera parcial, pudiera ser debida a la poca homología que existe entre las secuencias del 
extremo amino terminal, ya que en S. cerevisiae se piensa que el extremo amino terminal 
pudiera servir para el reconocimiento célula-célula por: su localización en el exterior 
celular y por el tipo de modificaciones post-traduccionales que presenta (glicosilaciones). 
Tan1bién debido a que células que expresan una versión trunca en el extremo amino 
terminal de ScFusl presentan una interrupción en el proceso de tusión n1embranal en el 
punto de contacto, mismo detecto que presentan si no tuvieran el gen completo (Trueheart 
y Fink. 1 989; Elion et al. 1995). 

En la cruza donde ainbos parentales llevan la interrupción de Sc:F"usl en S. c:erev1.nae 
se presenta una disn1inución evidente en la forn1ación de los diploidcs sin que esta llegue a 
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ser total. Esto se debe a la presencia de otro gen, el ScFus2. ScFus2 participa en la fusión 
nuclear de las células haploides de tipo sexual contrario y se localiza cerca del sitio de 
fusión, y tiene un papel fundamental en el alineamiento de los núcleos durante la formación 
del cigoto (Elion et al. 1995). Aunque se determinó que la identidad entre las secuencias 
Fusl y Fus2 de S. cerevisiae no son significativas de acuerdo al algoritmo de Needleman y 
Wunsch (Needleman y Wunsch. 1970; Elion et al. 1995), se ha demostrado que la 
sobrexpresión de ScFus2 es capaz de revertir el efecto de la interrupción de ScFusl y 
viceversa (McCaffrey et al. 1987). Esto se debe a que ambas proteínas llevan a cabo su 
función en forma paralela y por lo tanto, una puede suplir la función de la otra (Elion et al. 
1995). 

La temperatura es un factor que afecta el proceso de fusión membrana! de los 
parentales cuando ambos llevan la interrupción Scfusl. probablemente debido a que la falta 
de ScFusl durante el proceso de la fusión membranal permite que la temperatura afecte la 
integridad de las membranas (Elion et al. 1995). Esto permitió sugerir que una de las 
funciones de ScFusl sea mantener la integridad membranal, lo que permite una fusión 
controlada para establecer el puente citoplasmático entre ambos parentales y asi permitir la 
formación del diploide (Elion et al. 1995). 

En las cruzas entre células haploides de tipo sexual contrario de K. lactis donde sólo 
uno de los parentales lleva la interrupción LJK/fusl percibimos una reducción en la 
formación de los diploides, a diferencia de lo reportado para esta misma cruza en S. 
cerevisiae. Esta reducción en la formación de los diploides se hace más evidente cuando 
cruzamos ambos parentales de K. lactis con la interrupción LJKlfus, lo que nos indica que 
KIFusl participa en el proceso de apareamiento y que probablemente se requiera la 
presencia de KIFus/ en ambos parentales para llevar a cabo la formación de los diploides. 
La formación remanente de diploides observada en estas cruzas, así corno también el hecho 
de que la cruza entre parentales de tipo silvestre en S. cerevisiae la baja temperatura (14 ºC) 
no afecte considerablemente la formación de los diploides, nos permite proponer que 
K/Fusl no es el único elemento que participa en la fusión de las células haploides. El 
proceso de apareamiento en K. lactis parece ser más sensible a esta condición, ya que 
cruzas entre células de tipo silvestre a 14 ºC dan como resultado una disminución en la 
formación de diploides. Esto nos da razones para pensar en la posibilidad de que algunas 
otras proteínas que todavía no conocemos participen en el proceso de formación del 
diploide. Un elemento que creen1os pudiera sustituir el papel de KIFusl y así explicar el 
hecho de que la interrupción de K/Fusl en ambos tipos parentales no cli1nine por completo 
la formación de diploides es el K/Fus2. En la base de datos está reportada una secuencia de 
K. /actis (Bolotin-Fukuhara et al., 2000) que presenta una gran similitud con el gen ScFus2 
de S. cerevisiae (61.1 %). De existir el K/Fus2, si este gen está involucrado en la fusión 
nuclear, y si es capaz de sustituir parcialn1ente la función de K/Fusl es un punto a resolver 
en un futuro. 

La definición del ScFusl como un elemento de respuesta a feron1onas de apareamiento 
en S. cerevisiae (Trueheart et al. 1 987) estuvo determinada no solo por su papel en el 
aparean1iento, sino tan1bién por el hecho de que su transcripción se activa cerca de 50 veces 
únicamente cuando la vía inducida por fcron1onas se encuentra prendida (McCaffrey et al. 
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1987). Una parte importante para terminar de definir al K/Fusl como un elemento de la via 
de respuesta a feromonas fue determinar su comportamiento en presencia del estímulo 
hormonal de la célula de sexo opuesto. La actividad transcripcional de este gen se induce 
(7.2 veces) cuando la feromona del sexo contrario está presente en comparación con la que 
tiene en condiciones de no-inducción. El hecho que K/Fusl active su transcripción en 
respuesta a feromonas de apareamiento nos permite defimirlo como un elemento de 
respuesta a feromonas en K .lactis, y el primero que se reporta para esta especie de 
levadura. 

La recapitulación de todas las observaciones anteriores nos permiten definir a KIFusl 
como un elemento de respuesta a las feromonas de apareamiento que se requiere para la 
conjugación sexual. que codifica para una probable proteína de membrana cuya función 
podría estar involucrada de manera importante en el evento de la fusión membranal en K. 
lactis. Teniendo esto en mente, quisimos establecer las relaciones existentes entre el KIFusl 
y otros dos elementos del sistema de respuesta a feromonas en K. /actis. El primero sobre el 
que enfocaremos la discusión es KIStel2. 

Debido a que KIStel2 se clonó a partir de la complementación de una mutante 
L1Scstel 2 y que se caracterizó por medio de experimentos realizados en S. cerevisiae (Yuan 
et al., 1 993) y no en su propio sistema, no teníamos la certeza del efecto o relación que 
pudiera tener en la vía de respuesta a las feromonas de apareamiento en K. lactis, por lo que 
antes que cualquier otra cosa, nos enfocamos a probar este efecto basados en la información 
del estudio sobre KISte12 y en su homología con el factor transcripcional ScSte12 (Yuan et 
al. 1993). A grandes rasgos, Stel2 en S. cerevisiae (ScSte12) es el factor transcripcional 
encargado de activar los genes que se requieren para la conjugación sexual de los gametos 
(Dolan et al., 1989). Uno de estos genes es el ScFusl (Hagen et al., 1991 ). La función de 
Ste12 está regulada por los elementos que participan en la cascada de señales mediada por 
proteínas G en respuesta a las feromonas sexuales (Kronstad et al., 1987; Trueheart et al., 
1987) y su activación por esta vía de MAPKs constituye el paso previo a la transcripción de 
los genes que se inducen como consecuencia de la vía de respuesta a feromonas de 
apareamiento (Kronstad et al. t 987; Trueheart et al. 1987; Song et al. 1991 ). 

ScSte12 es un factor transcripcional modular presente en ambos tipos sexuales. 
Presenta tres regiones bien caracterizadas. La primera abarca del aminoácido 1 al 214 y está 
encargada del reconocimiento del sitio de unión al ADN. La segunda abarca del 
aminoácido 215 al 4 71 y corresponde al dominio de transactivación (Crosby et al. 2000). y 
la tercera abarca del aminoácido 472 al 688 y corresponde al dominio de interacción entre 
ScSte12 y la proteína Mcml (ScMcml) (Errede y Ammerer. 1991) en el caso de las células 
a (Do Jan et al., 1 989; Errcde y Ammercr. 1991; Song el al., 1991; Kirkn1an-Correia el al., 
1993; Crosby et al .• 2000). En la introducción hablamos del papel del dominio de unión al 
ADN en ScSte 12 y de que presenta una alta identidad con el posible sitio de 
reconocimiento al ADN de K/Stcl2. Ahora bien, el sitio que es reconocido por el ScSte12 
para iniciar la transcripción de los genes que se activan en respuesta a feromonas de 
apareainiento en S. cerevisiae se conoce con10 secuencia PRE (del inglés "Phero111one 
Response Elen1ent")(Hagcn et al .• 1 991 ). ScSte 12 reconoce la secuencia TGAAAC. la cual 
fue definida con10 el ele111cnto mínin10 indispensable para que se active la transcripción de 
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los genes en respuesta a las feromonas de apareamiento (Sengupta y Cochran, 1 990). Este 
elemento se encuentra en al menos dos o tres copias en el extremo s·no codificante de los 
genes inducidos por feromona (Sengupta y Cochran. 1990). En este extremo también se 
encuentra localizada una secuencia, denominada PQ, la cual es reconocida por el factor 
ScMcm 1 acoplado a la proteína Sea 1, y que es importante, más no fundamental, para la 
transcripción de los genes inducidos por la feromona en las células de tipo sexual a de S. 
cerevisiae (Sengupta y Cochran, 1990). El elemento PRE de 6 nucleótidos se definió por 
medio de ensayos de protección a ADNasa utilizando la secuencias· no codificante del gen 
ScFus 1 unida al ScStc 12 (Hagcn et al., 1 991 ). En un trabajo posterior, mediante estos 
mismos experimentos. se observó que K/Stcl2 es capaz de unirse in vi/ro al elemento PRE 
de S. cerevisiae (Yuan et a/., 1993). Al ser K/Stel2 el primer gen que se relacionaba de 
manera indirecta con el apareamiento celular se buscó alguna secuencia parecida a la caja 
PRE de S.cerevisiae en la región s· no codificante. Se encontró una secuencia parecida 
(TGTTTCAT) 356 pb corriente arriba de la secuencia K/Ste12 que podría cumplir la 
misma función en los genes involucrados en la respuesta a las feromonas de apareamiento 
en K. lactis (Yuan et al., 1 993). El hecho de que K/Ste 12 complemente la función 
transcripcional de ScSte 12 y que K/Ste 12 sea capaz de unirse a secuencias específicas, 
definió a K/Stel2 como un factor transcripcional. Hablando en primer lugar de la propuesta 
de la secuencia TGTTTCA T como una caja PRE, diremos que, aunque no se encuentra 
reportado en la sección de ••resultados", una parte del trabajo consistió en realizar una 
comparación entre los promotores de los genes que estamos estudiando en el laboratorio y 
que pensamos, forman parte de la vía de respuesta a las feromonas de aparcamiento en K. 
lactis. Trabajando con la secuencia promotora de los genes: K/Fusl, K/Gpal, K/Ste2, 
K/Ste4 y K/Ste18 no encontramos el elemento propuesto como PRE en K/Stel2. Aún más, 
no pudimos encontrar secuencia alguna que pudiéramos proponer como una caja PRE. En 
experimentos hechos en el laboratorio utilizando una fusión del promotor de K/Ste 12 con el 
gen LacZ de E. co/i no observamos actividad transcripcional en células haploidcs de K. 
lactis ni de S. cerevisiae expuestas a las respectivas feromonas de sexo contrario. Con estos 
datos sólo podemos pensar dos cosas. Primero, aunque K/Stel2 pueda reconocer la 
secuencia PRE de S. cerevisiae in vitro (Yuan et al., 1993), los genes que activan su 
transcripción en respuesta a las feromonas en K. /actis tengan otro tipo de elementos 
regulatorios en su secuencia promotora. Segundo, que ScSte 12 no reconoce los elementos 
PRE de K. lactis, ni putativos ni existentes, en el promotor de K/Ste 1 2. Creemos que, toda 
vez que obtengamos el factor transcripcional K/Stcl 2 purificado y utilizando los 
promotores de estos mismos genes, podremos definir cual es la o las secuencias 
reconocidas por K/Ste 12 mediante ensayos de protección a ADNasa. 

Datos previos del laboratorio, además de los reportados sobre el estudio de K/Ste 1 2 en 
el sistcn1a de respuesta a fcromonas en S. cerevisiae (Yuan et al., 1993), sugirieron que 
probablcn1cntc K/Stc12 sea el factor transcripcional encargado de activar los genes en 
respuesta a las feron1onas de aparcamiento en K. lactis y que la activación de estos genes se 
lleva a cabo por elementos distintos a los PRE reportados para S. c:erevisiae. Cuando 
expresan1os una construcción que comprende 300 pares de bases de la secuencia promotora 
y 300 pb del marco de lectura abierto del gen Sc:Fusl fusionado con el gen Lac:Z de E. c:oli 
en células haploides de K. lac:tis en presencia de la fcrornona del sexo opuesto. no existe 
inducción (Lloret. 2000). La transcripción de esta construcción sólo se activa cuando en 



estas mismas células co-expresamos el gen ScStel2. Debido a estos resultados pensamos 
que los elementos de la vía de respuesta a las feromonas en K./actis son capaces de 
fosforilar a ScStel2 y éste a su vez es capaz de activar la transcripción de ScFusl. Una 
segunda observación derivada de estos resultados muestran que K/Ste 12 es incapaz de 
activar la transcripción de ScFusl, aunque el dominio de unión a DNA de K/Stel2 sea 
capaz de unirse a la secuencia PRE in vitro (Lloret, 2000). 

En este trabajo sugerimos que K/Ste 12 se requiere para el apareamiento celular en K. 
lactis, ya que el proceso de apareamiento se ve afectado cuando uno de los tipos sexuales 
de K. laclis lleva la interrupción LJK/Ste 12, y esto se refleja en la disminución drástica de la 
formación de diploides respecto a los que se obtienen de una cruza entre cepas silvestres. 
Esto también nos demuestra que el efecto de la interrupción es independiente del tipo 
sexual, por lo que pensamos que K/Ste12 lleva a cabo la misma función en ambos sexos. 
Cuando sobrexpresamos K/Ste/2 en células haploides de K. /actis y las cruzamos con una 
cepa de sexo contrario, observamos un aumento en la formación de los diploides. El efecto 
de la sobrexpresión de K/Stel 2 en el proceso de apareamiento está relacionado con la dosis 
génica de K/Stel2, ya que observamos claramente un aumento considerable en la cantidad 
de ARN mensajero en estas células. Esta propuesta también está apoyada en el hecho de 
que las células haploides de K. laclis que llevan la interrupción AK/Ste 1 2 son incapaces de 
formar diploides, porque no hay mensajero y por lo tanto no hay proteína. Este efecto es 
comparable al causado por la sobrexpresión de ScStel2 en S. cerevisiae, ya que en este 
caso, las células presentan un aumento en la formación de diploides (Dolan y Fields, 1990). 
También se determinó que la sobrexpresión de ScSte/2 en células haploides de S. 
cerevisiae es causa de la transcripción constitutiva de los genes que se activan en respuesta 
a feromonas (Dolan y Fields, 1990). Esto se demostró utilizando células haploides de S. 
cerevisiae que co-expresan ScSte/2 y una fusión del promotor de ScFusl con el gen LacZ 
de E. co/i (Dolan y Fields, 1990). Nosotros observamos que en el caso de K. /aclis, la 
sobrexpresión de K/Ste J 2 parece causar un efecto similar, ya que la diferencia en la 
actividad transcripcional de K/Fusl cuando sobrexpresamos K/Stel 2 en células haploides 
de K. /actis transfectadas con la fusión K/Fusl-LacZ, es equivalente a la actividad que 
presenta K/Fusl en células haploides inducidas únicamente con la feromona del sexo 
contrario. A este efecto podemos agregar el hecho de que, en ausencia de K/Ste 12, K/Fus J 
no se transcribe. Esto lo observamos en la localización de K/Fusl fusionado con la Gfp en 
K. /aclis. En células haploides de K. laclis que llevan la interrupción ¿JK/Ste J 2 no se 
presenta la localización de la fluorescencia en la periferia celular que observamos cuando 
estas mismas células son transfectadas con el K/Ste J 2 y en células de tipo silvestre que 
sobrexpresan K/Stel 2. Estos datos en su conjunto nos llevan a proponer que, en K. lactis, 
K/Stel2 es el factor transcripcional que activa a K/Fusl, el cual es un elemento de respuesta 
a feron1onas de aparean1iento que se requiere para el proceso de conjugación sexual, y que 
por lo tanto K/Ste12 y K/Fusl forn1an parte de la misma vía. 

Aunque los siguientes datos no fueron presentados en este trabajo, debido a que los 
resultados obtenidos no se relacionan de una manera clara con la respuesta a feromonas de 
aparean1iento en K. /actis, tema principal que nos ocupa, crecn1os importante mencionar 
otros estudios que hicimos sobre K/Ste J 2, ya que esto posible111entc permita a111pliar la 
información que se tiene sobre la función de este factor transcripcional en otro evento 
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celular en K. laclis. Hemos visto que la cornparac1on de Ste12 entre K. lactis y S. 
cerevisiae, nos indica que ambos factores tienen, en general, la misma función en ambas 
especies. Asimismo se ha reportado que la actividad transcripcional de ScSte 12 no sólo se 
circunscribe a la respuesta a ferornonas de apareamiento, sino que también está involucrada 
en el crecimiento filamentoso en S. cerevisiae (Breitkreutz el al., 2001). Este tipo de 
crecimiento se presenta cuando las células no tienen fuentes de nitrógeno y/o se crecen en 
un medio con fuentes fermentables de carbono, y se caracteriza por la diferenciación en la 
morfología de células hacia cadenas compuestas de células alargadas y delgadas que crecen 
de forma radial a partir de la colonia en medio sólido, penetrando el agar (Ro.berts y Fink, 
1994; Breitkreutz, el al., 2001 ). Esta respuesta utiliza los mismos elementos de la vía de 
MAPKs en respuesta a ferornonas sexuales (Mosch el al., 1996; Gancedo, 2001). El estado 
funcional de ScSte 12 en uno u otro evento está determinado por una fosforilación 
diferencial (Roberts y Fink, 1994; Olson el al., 2000). La discriminación entre las dos vías 
está dada por la fosforilación de ScStel2 por dos proteínas: ScFus3, en el caso de la 
respuesta a ferornonas (Couve y Hirsch, l 996), y ScKss 1 en el caso del crecimiento 
pseudohifal (Breitkreutz el al., 2001). Cuando el multicomplejo formado por las proteínas 
ScSte5, ScStel 1, ScSte7 y ScFus3 fosforita a ScSte12, este se une al factor transcripcional 
ScMcm 1, y esto le permite reconocer los genes involucrados en el proceso de 
apareamiento, mientras que, cuando en lugar de ScFus3 está unido ScKssl, ScStel2 
fosforilado es capaz de unirse a un factor transcripcional llamado ScTec 1, y este 
heterodímero activa los genes involucrados en la respuesta pseudohifal (Lengeler el al., 
2000). En la comparación entre los promotores de los genes KlFusl, K/Gpal, K1Sle2, 
KlS1e4 y K/S1el8, aunque no pudimos encontrar elementos con una posible función a la de 
la caja PRE en S. cerevisiae, pudimos observar la presencia de cajas tipo GATA y Gcn4 en 
todos ellos, las cuales son características de los promotores de los genes involucrados en el 
catabolismo de nitrógeno y que se activan cuando las células se crecen en malas fuentes de 
nitrógeno. Este proceso está bien estudiado en S. cerevisiae (Hofman. l 999; Soussi
Boudekou y André, 1999), y también en otros hongos como Neurospora crassa (Yuan y 
Marzluf. 1992), Aspergi/lus nidulans (Burger el al., 1991) y Tolypoc/adium inflalum, 
hongo productor del antibiótico ciclosporina (Kempken y Kuck, 2000). Las curvas de 
crecimiento de células haploides de K. laclis con la interrupción LJ.Klsle J 2 muestran una 
ligera diferencia en el tiempo de crecimiento respecto a las células de tipo silvestre; 
sabernos también que la actividad transcripcional de KlFusl se ve ligeramente disminuida 
en presencia de malas fuentes de nitrógeno (prolina o GABA) y en presencia de 3A T, el 
cual es un inductor de la transcripción de los genes via Gcn4p (Hofman. l 999; Soussi
Boudekou y André, 1999). Las cruzas entre cepas silvestres de distinto tipo sexual de K. 
laclis realizadas en medios con distinta fuente de nitrógeno (amonio, glutamina, prolina y 
GABA) dieron como resultado un mayor nún1ero de diploides en las cruzas hechas en 
presencia de buenas fuentes de nitrógeno (an1onio o glutan1ina) que los forn1ados en las 
cruzas hechas en presencia de malas fuentes de nitrógeno (prolina o GABA). El 
aparean1iento también disminuyó cuando las células haploidcs de tipo silvestre se 
apareaban en presencia de rapan1icina, un fárn1aco inn1unosuprcsor que pron1ucvc la 
activación de los genes involucrados en la respuesta a catabolismo nitrogenado n1cdiante la 
activación y localización nuclear del factor transcripcional tipo GATA Gln3. via la protcín 
cinasa Torl (Bcck y Hall, 1999; Cárdenas et al., 1999; Valcnzucla et al., 2001 ). La 
presencia de las cajas GATA y Gcn4 en los pro111otores de los genes involucrados en la 
respuesta a fero111onas de aparcan1iento en K. /aclis, el efecto aparente de la fuente de 
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nitrógeno durante el proceso de conjugación. así como también las ligeras diferencias en la 
actividad transcripcional de KIFusl en condiciones de inducción para los genes 
involucrados en el catabolismo de nitrógeno, nos hacen pensar que probablemente este 
proceso utilice elementos de la vía de respuesta a feromonas de apareamiento y/o que el 
tipo de fuente de nitrógeno que se encuentre en el medio tenga un efecto sobre el proceso 
de apareamiento mediante una vía alterna que involucre la relación entre elementos del 
sistema de respuesta a feromonas y el catabolismo de nitrógeno en K. lactis. Esto no 
parecería tan improbable, ya que en la levadura Schizosaccharomyces pomhe, el proceso de 
apareamiento está determinado por dos señales externas, la presencia de la feromona de 
tipo sexual contrario y de la deprivación de nitrógeno o glucosa en el medio (Davey. 1998; 
Lengeler et al. 2000) mientras que en S. cerevisiae muchos de los elementos de respuesta a 
las feromonas se encuentran involucrados en el crecimiento pseudohifal, causado por 
deprivación de nutrientes en el medio (Legclcr et al., 2000). Como veremos un poco más 
adelante, la vía de transducción de señales en respuesta a las feromonas de apareamiento en 
K. /actis pareciera tener semejanzas con los sistemas de transducción involucrados en la 
conjugación sexual tanto de S. cerevisiae como de S. pombe. Sin embargo, hasta el 
momento no tenemos la suficiente evidencia para afirmar sí KISte 12 o cualquier otro 
elemento de la vía de respuesta a feromonas se encuentra relacionado con el proceso de 
catabolismo de nitrógeno en K. lactis o viceversa. 

En el establecimiento de la relación entre los elementos K/Fusl, K/Stel2 y K/Gpal, 
hasta este punto nos queda claro que la activación transcripcional de KIFusl se debe al 
factor K/Ste 12 y que ambos elementos se requieren para el proceso de conjugación sexual 
en K. laclis. Hemos visto también a lo largo de esta discusión que ambos elementos son 
homólogos a los descritos en S. cerevisiae. Por esto, podemos sugerir que, en K. laclis, 
tanto K!Ste 1 2 como K/Fus 1 se encuentran posicionados corriente abajo del transductor de 
la señal, que tanto en K. laclis como en S. cerevisiae es la proteína G heterotrimérica 
acoplada al receptor de la feromona del sexo contrario (Kurjan, 1990; Saviñón et al., 2001 ). 

S. cerevisiae expresa sólo dos subunidades de tipo Gu. La primera, llamada ScGpa 1 
está involucrada en la vía de respuesta a fcromonas de apareamiento, mientras que la 
segunda, llamada ScGpa2, participa en la vía de señalización en respuesta a deprivación de 
nutrientes, en la regulación de los niveles de AMP cíclico y por lo tanto en el crecimiento 
pseudohifal (Kubler et al., 1997; Nakafuku et al., 1988). K. /actis presenta dos subunidades 
de la proteína G heterotrimérica de tipo Gpa, K/Gpal y K/Gpa2. K/Gpa2, al igual que su 
homóloga en S. cerevisiae, está involucrada en la regulación de los niveles de AMP cíclico 
(Saviñón el al., 1996). La subunidad ScGpa 1 en S. cerevisiae actúa como un modulador 
negativo de la vía de respuesta a feromonas (Nakayama et al .• 1988). Por el contrario, en K. 
laclis Gpal parece ser responsable de transducir la señal (Saviñón et al., 2001). En S. 
cerevisiae se reportó que la interrupción L1Scgpal en células haploides da como resultado la 
activación constitutiva de la vía de respuesta a fero1nonas y, al interruinpirsc el ciclo celular 
en la fase G1 de forn1a permanente, esta nlutación da con10 resultado células inviables 
(Jahng et al., 1988). En K. lactis, las células haploidcs que portan la interrupción LJK/gpal 
son viables y presentan una reducción en la fonnación de diploides de 20 veces, en 
co111paración con los diploides obtenidos en la cruza hecha entre células de tipo silvestre; 
por estos datos se propuso que K/Gpa 1 tiene un papel positivo en Ja transducción de 
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señales activada por feromonas de apareamiento (Saviñón et al .• 2001). El hecho de que la 
subunidad Gpal sea un modulador positivo en la cascada de respuesta a feromonas se ha 
reportado en la levadura S. pombe. así como en los hongos basidiomicetos Ustilago maydis 
(Regenfolder et al .• 1 997) y Cryptococcus neoformans (Alspaugh et al .• 1 997; Alspaugh et 
al., 1998). 

En el laboratorio tenemos un alelo de KlGpal (Klgpa1Q298
L) con una deficiencia en su 

actividad intrínseca de GTPasa que cuando se expresa en células haploides de K. lactis, 
causa un retraso en el crecimiento de las mismas. Este efecto en el crecimiento de reportó 
en células de S. cerevisiae que expresan un alelo de ScGpal deficiente en su actividad de 
GTPasa, ya que en este caso el dímero Jly está libre y tranduce la señal (Dolhman et al .• 
1996). En Jos cultivos hechos con células de K. laclis transfcctadas con el alelo KlgpaJº298'

se observa la aparición de morfologías similares a las que presentan las células haploides 
cuando se incuban en presencia de la feromona producida y secretada por la célula del sexo 
contrario, las cuales pueden observarse en las microfotografías presentadas en este trabajo 
(fig 25). Estas mismas células con proyecciones no se observan en cultivos de una cepa que 
lleve la interrupción LJK/gpal. El alelo Klgpal Q298

L también es capaz de restituir el proceso 
de formación de diploides, así como también causar la reaparicíon de las células con 
proyecciones cuando se expresa en una cepa que lleva la interrupción LJKlgpal. Basados en 
el papel positivo asignado a KlGpal en la vía de respuesta a feromonas de apareamiento, 
podemos deducir que este cambio en la morfología es causado por la activación de la 
misma y pensamos que el retraso en el crecimiento pudiera deberse al arresto de las células 
en la fase G 1 del ciclo celular. 

La activación transcripcional de KlFusl causada por la presencia del alelo K/gpat 0298
L 

nos indica que KIFusl y K/Gpal forman parte de la misma vía. Sabernos también que la 
transcripción de KlFusl depende de KlStel 2. Nuestros resultados indican que cuando 
KISte/2 no está presente en la célula KIGpal no puede activar la transcripción de KIFusl, 
ni formar las proyecciones. Tampoco es capaz de complementar una mutante L!Klste/2, por 
lo que podemos establecer la relación entre KISte 12 y KIGpa J y sugerir que estos dos 
elementos se encuentran involucrados en el mismo sistema. Si tomamos esta suposición y 
la conjugamos con los hechos derivados de los experimentos descritos hasta este punto, 
podernos plantear que KIGpal, KISte/2 y KlFusl son elementos de la misma vía de 
transducción de señales en respuesta a feromonas sexuales y que se requieren para el 
proceso de conjugación sexual. 

El hecho de que las proyecciones en células de K. luctis se torn1en cuando son 
expuestas a la feromona del sexo contrario o cuando se expresan elementos que la activan. 
como el KISte 12 o KIGpa 1. mientras que cuando estos ele1nentos están ausentes no se 
forn1an. nos sugiere que este evento es causado directainente por la activación de la vía de 
transducción de sei'íales en respuesta a feron1onas de aparean1iento en K. luctis. El proceso 
de diferenciación morfológica causado por la activación de la vía de respuesta a feromonas 
de aparemniento está bien docun1entado en S. cerevisiae (van Drogen et al .• 2001; 
13reitkreutz et al .• 2001 ). El estado shrnoo puede observarse en las células haploides 
tratadas con feromona de tipo sexual contrario o por células que expresan un alelo de 
Sc:Gpa 1 con una deficiencia en su actividad intrínseca de GTPasa en ausencia del estímulo 

74 TESIS CGN 
FALLA DE OR1GEN 



(Kurjan et al., 1991). Como se explicó anteriormente, el cambio en la morfología en S. 
cerevisiae depende no sólo de la activación de la cascada de respuesta a feromonas, sino 
también de las interacciones entre elementos de esta vía y proteínas involucradas en el 
arresto celular en la fase G1 del ciclo, suspensión del proceso de gemación, reorganización 
del citoesqueleto y el crecimiento polarizado de la célula para establecer el punto por el 
cual se llevará a cabo la fusión de los gametos para formar el diploide (Hasek et al., 1987; 
Baba et al., 1989; Gehrung y Snyder, 1990; Barnes et al., 1990; Meluh y Rose, 1990; 
Snyder et al .• 1991 ). Por tanto, el cambio de morf"ología celular implica el establecimiento 
de la maquinaria que permite la fusión membrana! y nuclear de los gametos por la 
interacción entre elementos de la cascada de respuesta a feromonas de apareamiento y del 
proceso de gemación. (Sprague y Thomer, 1992; Zheng et al., 1995; Hasek et al., 1997; 
Park et al., 1997). El cambio en la morfología, resultado de la activación de la vía de 
respuesta a las foromonas de apareamiento está reportado también para S. pombe. (Davey, 
1998;). En el caso de que S. pombe esté en un medio limitado en nutrientes y su vía de 
respuesta a f"eromonas de apareamiento esté activada por la presencia de la feromona del 
sexo contrario, orienta su polaridad, aparentemente en respuesta al gradiente de f"eromona 
producida por la célula del otro sexo (Niccoli y Nurse, 2002). A diforencia de S. cerevisiae, 
las células que presentan el arresto célular en la f"ase G 1 del ciclo incrementan su tamaño, 
dirigiendo su crecimiento hacia la fuente de f"eromona de sexo contrario (Davey, 1992). 
Este crecimiento quimiotrópico da como resultado la f"ormación de un shmoo y, como en S. 
cerevisiae, la f"usión membrana! y nuclear se lleva a cabo por el punto de unión de las 
proyecciones f"ormadas por las células de sexo contrario (Petersen et al., 1995). La 
maquinaria que controla y determina la morf"ología en S. pombe involucra a dos GTPasas. 
Una de ellas es la proteína de tipo Rho SpCdc42, cuyo homólogo en S. cerevisiae ya vimos 
que se encuentra relacionado con la selección del sitio por donde se va a f"ormar la 
proyección. La otra es la proteína monomérica Ras 1 (SpRas 1 ), que pertenece a la f"amilia de 
GTPasas pequeñas. Cuando SpRasl tiene unido un GTP se une a la proteína Rall (SpRall, 
también conocida como Sed 1), homóloga a la proteína Cdc24 de S. cerevisiae (Chang et 
al., 1994). SpRal l es un factor de intercambio de nucleótidos de guanina que regula a 
SpCdc42 (Chang et al., 1994). La unión entre SpRall y SpRasl promueve la activación de 
SpCdc42. SpCdc42 se une entonces a la proteína Shkl (SpShkl), homóloga a la proteín 
cinasa Ste20 de S. cerevisiae (Marcus et al., 1995). SpShk 1 se une a su vez a la proteína 
Byr2 (SpByr2), homóloga a la proteína Ste 11 de S. cerevisiae (Tu et al., 1997). La 
estabilidad del complejo Ral 1-Cdc42-Ras 1-Shk l -Byr2 en S. pombe se piensa que está 
regulado por la proteína Ral3 (SpRal3, también conocida como Scd2), homóloga a la 
proteína Bem 1 de S. cerevisiae, y tiene dos dominios de tipo SH3 (Chang et al .. 1994), que 
como mencionamos anteriormente, están involucrado en el establecin1iento de complejos 
nlultiproteicos. Los datos que sugieren estas interacciones fueron obtenidos a partir de 
análisis de epsitasis, aproxin1acioncs bioquímicas y por medio del ensayo del doble híbrido. 
Ahora. se hipotctiza que este multicomplejo nlarca el lugar donde se lleva a cabo el 
crecin1iento polari7..ado. ya que en este lugar se concentran parches corticales de F-actina. 
los cuales son importantes para la localización de la proteína SpFus 1 en la punta de la 
proyección. En experimentos donde se crecieron células de S. pon1be en condiciones de 
dcprivación de nutrientes y en presencia de la feron1ona del sexo contrario. y que fueron 
tratadas con el fárn1aco Latrunculina-A. se observó que las células presentan deficiencias 
en el proceso de fusión membrana! (Petcrscn et al .• l 998a). También se sabe que la proteína 
SpFus 1 es citoplástnica, y que aunque carece del do111inio SH3 presente en la proteína 
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ScFus 1, tiene dominios de tipo FH3 (Petersen el al., l 998b), por lo que pertenece a la 
familia de las forminas. Estas proteínas se encuentran involucradas en varios procesos de 
diferenciación celular y se caracterizan por tener secuencias ricas en prolinas que son 
reconocidas por los dominios SH3 (Chan el al., 1996). Así pues, al parecer, el dominio SH3 
de Fusl en S. cerevisiae se requiere para interactuar con el complejo que marca el sitio por 
donde se va a llevar a cabo la fusión el sitio, mientras que el sitio FH3 de Fusl en S. pombe 
sirve para que sea reconocido por la maquinaria que marca este sitio. En ambos casos se 
comparte el hecho de que cada uno de estos dominios interactúa con el citoesqueleto y la 
re-orientación del mismo durante el proceso de apareamiento es importante para su 
localización. 

Basados en todo lo anterior pensamos que la formación de las proyecciones en células 
de K. laclis esta relacionada con la activación de la vía de respuesta a las feromonas. Esta 
remodelación del citoesqueleto en presencia de la feromona del sexo contrario o la 
activación constitutiva de la vía también se ha observado durante el proceso de conjugación 
sexual en dos especies de levaduras alejadas filogenéticamente; S. cerevisiae y S. pombe. 

En general hemos visto que, tanto en S. cerevisiae y S. pombe, los elementos que 
participan en la propagación vegetativa (S. cerevisae y K. laclis se reproducen por 
gemación mientras que S. pombe lo hace por fisión). son los mismos que están 
involucrados en el remodelamiento del citoesqueleto durante el proceso de la conjugación 
sexual. 

Sabemos que K. laclis tiene una relación filogenética más cercana con S. cerev1s1ae y 
no tan alejada de S. pombe como la relación que existe entre estas dos últimas especies de 
levadura. Las últimas dos especies presentan una localización de sus proteínas Fusl en la 
punta de las proyecciones por donde se lleva a cabo el proceso de la fusión membranal. Por 
ello, podemos suponer que la ubicación preferencial de K/Fusl en los cuellos de las células 
que forman las proyecciones sea producto de la interacción de los elementos involucrados 
en el remodelamiento del citoesqueleto. La distribución de K/Fusl en las células que no 
presentan un crecimiento polarizado nos permite suponer dos cosas: que este sitio no está 
determinado, y que por lo tanto la proteína se ubique en la periferia, o que, aunque ia 
secuencia del extremo amino sea suficiente corno para determinar su destino, la célula no 
esté en la etapa donde permita la ubicación específica de esta proteína en algún punto. Una 
tercera posibilidad es que el sitio sea definido en forma posterior al contacto célula-célula. 

Por esto, proponemos que en K. lactis, la localización de Fus 1 podría depender de tres 
factores: la reorganización del citoesqueleto que indica el estado de diferenciación 
1norfológica, la interacción de los elementos de la vía de respuesta a feron1onas de 
apareamiento por medio del dominio SH3 presente en la secuencia primaria de esta 
proteína, que le permite ya sea interactuar con el citoesqueleto de actina para ser localizado 
y/o mediar el mantenimiento del c01nplejo n1ultiproteico que señala el sitio de fusión que 
funciona corno punto de referencia para la localización de otras proteínas involucradas en el 
proceso y por último, el posible papel del extren10 amino como péptido señal. 
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Haciendo una recapitulación de los datos de este trabajo podemos proponer un modelo de 
la vía de respuesta a feromonas en K. lactis (fig. 27). En este modelo, el receptor de la 
feromona (K/Ste3) tiene acoplada una proteína G heterotrímerica, que pensarnos está 
encargada de mediar la respuesta a las feromonas en K. /actis. Mediante experimentos de 
doble híbrido hemos podido determinar que las subunidades Ga (K/Gpal) y GJ3(K/Ste4) 
interactúan con el extremo carboxilo terminal del receptor K/Ste3 y también entre ellos. Por 
la evidencia que tenemos en el laboratorio sabemos que mutantes en K/Gpal presentan un 
fenotipo estéril (Saviñón et al., 2001; Durán-Avelar et al., 2001). Cuando el receptor de la 
feromona está interactuando con su ligando, la subunidad a de la proteína G 
heterotrimérica es la responsable de transducir la señal. Esto se apoya en que la versión 
constitutiva de K/Gpal es capaz de activar la cascada y también en que en ausencia de esta 
subunidad las células no puede formar el diploide. Sobre el papel del dímero J3y sólo 
podemos especular acerca de su función en la transducción de la señal. Sabemos que una 
mutante que lleva una interrupción en el gen K/Ste4, que codifica para la subunidad GJ3, es 
viable y presenta una disminución en el apareamiento. Esto sugiere que al menos la 
subunidad GJ3 está involucrada en la transducción de la señal. De ser esto cierto, entonces 
la subunidad GJ3 junto con la subunidad Ga serían los componentes de la proteína G 
implicadas en la vía. Sobre el papel de la subunidad Gy (K/Ste 18) en la señal solo podemos 
decir que, hasta el momento, no hemos visto que su interrupción tenga un efecto sobre el 
apareamiento. En el laboratorio se está trabajando en este momento para clarificar el papel 
de las subunidades GJ3 y Gy como mediadores en Ja transducción de la vía de respuesta a 
feromonas. 
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¿A qmen transduce la señal K/Gpal? Sólo podemos especular; hemos visto que no 
importando que la subunidad ex. en el caso de S. pombe. o el dímero fly de la proteína G 
sean los encargados de transducir la señal, el efector inmediato siempre es una MAPK de 
tipo serina/treonina. En K. /actis se ha reportado la secuencia homóloga a la cinasa Ste20 de 
S. cerevisiae (Bolotin-Fukuhara et al., 2000) que participa en la vía de respuesta a las 
feromonas de apareamiento (Drogen et al.. 2000). En S. pombe tenemos también la 
intervención de la cinasa SpShkl, que junto con la SpGpal activan a la MAPK Byr2 
(Lengeler et al., 2000). En ambas especies, tanto ScSte20 como SpShk l son MAPKs de 
tipo serina/treonina. Esto, junto con el hecho de la homología encontrada hasta el momento 
entre los elementos descritos para S. cerevisiae y K. /actis, nos hace pensar que K/Ste20 es 
un buen candidato para ser el ef"ector de K/Gpal. Todavía no sabemos si el paso siguiente 
de la señal requiere de la f"ormación de un multicomplejo de MAPKs como el Ste5-(Stel l
Ste7-Fus3) en el caso de S. cerevisae (Konopka y Fields, 1992). o de la relación lineal de 
MAPKs individuales como en el caso de S. pombe, donde la señal se transmite en el 
siguiente orden: SpByr2-+ SpByrl--+ SpSpk l (Lengeler el al., 2000). Sin embargo, 
podemos suponer que la vía de transducción de la respuesta a f"eromonas en K. /actis está 
compuesta de MAPKs, ya que los elementos que integran esta vía se encuentran 
conservados no sólo en S. pombe y S. cerevisiae, sino en varios organismos, desde 
levaduras hasta humanos (Lengeler et al., 2000). Independiente del número de elementos 
que integren esta parte de la cascada de señales en K. /actis, al final el resultado es la 
activación de un f"actor que se encarga de transcribir los genes necesarios para la 
conjugación celular. En el caso de S. pombe, la activación del f"actor Stel 1 requiere de la 
fosf"orilación por parte de la proteína SpSpkl y su f"unción está condicionada a que no sea 
reprimido por altos niveles de AMP cíclico (esto quiere decir que la célula está en 
condiciones ricas de nutrientes). No importa que la feromona del sexo contrario esté 
activando la señal, puesto que el apareamiento sólo se da cuando los niveles de AMP 
cíclico son bajos, lo que indica una deprivación de nutrientes y por lo tanto la célula inicia 
su proceso de apareamiento (Davis, 1 998). En el caso de S. cerevisiae se ha reportado que 
el estado de f"osf"orilación de Stel2 por parte del módulo Ste5-(Stel l-Ste7-Fus3) (Dolan y 
Fields, 1990) es el que determina la activación de los genes encargados de la conjugación 
sexual en respuesta a feromonas sexuales, como el ScFus J (Trueheart et al., 1987). y el 
proceso de apareamiento en esta levadura es independiente de las condiciones nutricionales 
del medio (Lengeler et al., 2000). En K. lactis sabemos que K/Fusl requiere de K/Ste/2 
para ser activado, y por la evidencia que tenemos podemos pensar que este proceso es igual 
al que sucede en S. cerevisiae. En nuestro nlodelo para K. /actis, la transcripción de los 
genes requeridos para la fusión celular (K/Fusl) por parte del factor transcripcional K/Stel2 
sería el último paso de la vía de transducción. 

K/Fusl es el primer gen reportado para K. lactis que se activa por medio de esta vía, y 
su transcripción depende de al menos dos elementos de la cascada. K/Gpal y K/Ste/2. La 
función de K/Fusl está posiblemente involucrada en la fusión membranal de las células de 
tipo sexual contrario para f"ormar el diploide, ya que no sólo puede complementar 
parcialn1ente a una mutante LJScfi1sl sino tan1bién presenta en teoría características 
estructurales muy_ semejantes a ScFus 1. 
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Aunque en S. pombe SpFusl es citoplásmica, y en S. cerevisiae ScFusl es membrana! 
(y muy probablemente, K/Fusl también), ambas especies comparten el hecho de que la 
ubicación de la proteína Fus 1 en un punto específico es importante para que se lleve a cabo 
el proceso de fusión y esta ubicación depende en gran parte de Ja sincronización de dos 
procesos, el remodelamiento del citoesqueleto y Ja respuesta a feromonas de aparcamiento. 
La evidencia que tenemos pareciera indicar que en K. lactis estos dos procesos también 
están sincronizados, ya que en las células que forman las proyecciones, presuntamente por 
la activación de la vía de respuesta a feromonas, la distribución de K/Fusl se observa 
preferentemente hacia la punta de la misma. Aunque no tenemos evidencia de que el sitio 
SJ-13 presente en el extremo carboxilo de K/Fus 1 interactúe con el citocsquclcto de la 
misma Corma que ese dominio en ScFusl (o el dominio FH3 en el caso de S. pombe), 
podemos suponer que esta interacción se lleva a cabo debido al alto porcentaje de identidad 
entre ambas proteinas en esa región. En el caso de la ubicación de K/Fusl también podemos 
agregar que parece estar también determinada por el extremo amino terminal, o al menos 
por los primeros 88 aminoácidos. Ahora, en la respuesta a feromonas de apareamiento, 
tanto en S. cerevisiae como en S. pombe. el remodelamiento del citoesqueleto da como 
resultado la formación de proyecciones en las células de ambos tipos sexuales, y en la punta 
de la proyección, donde se establece el punto de contacto entre ambas células, es por donde 
se lleva a cabo la fusión celular. En K. lactis comenzamos apenas a describir la formación 
de las proyecciones en la respuesta a feromonas, pero hasta el momento no sabemos que tan 
importante sea su formación, por lo que con esta información comparándola con el proceso 
que ocurre en S. pombe y S. cerevisiae solo nos permite sugerir que también sea un 
requerimiento en K ./actis para establecer el punto de contacto y llevar a cabo la fusión 
celular. 

Si las condiciones nutricionales, como el tipo de fuente de nitrógeno, tienen un efecto 
en el proceso de apareamiento en K. lactis todavía no lo sabernos. Para responder la 
incógnita de sí las condiciones del medio donde se desarrolla K. /actis pudieran tener 
alguna influencia en los procesos que regulan su apareamiento, tal como sucede en S. 
pon1be o que estas condiciones sean independientes para el aparean1iento como en S. 
cerevisiae, tenemos que tornar en cuenta la diferencia en el tipo de vida que presentan estas 
dos últimas especies. Se cree que S. cerevisiae ha evolucionado para mantenerse en estado 
diploide en la naturaleza, mientras que S. pombe se mantiene en estado haploide (Leberer et 
al., 2000). Esto explica él porque en condiciones de deprivación de nutrientes el diploide de 
S. cerevisiae desarrolla el crecimiento pseudohifal o entra en meiosis y esporula, mientras 
que S. pombe en estas mismas condiciones. prin1ero se aparca para formar el diploide. 
luego entra en meiosis y esporula. Esta diferencia en su ciclo de vida se tradujo, en un 
sentido evolutivo, en el desarrollo de un solo sisten1a de señales para el aparean1iento en S. 
c:erevisae y la coordinación de dos para S. pu111be. K. /ac:ris, a diferencia de S. c:erevisae. se 
encuentra en la naturaleza en estado haploidc y el estado diploidc es muy inestable, tal 
corno en S. pon1be. Tornando en cuenta esta característica tan sencilla en apariencia, 
podrían1os explicarnos por que K. lacris con1partc características de los sistcn1as de 
transducción de señales con arnbas especies. 

Corno .K. iacris no depende estrictamente de la deprivación de nutrientes para 1111e1ar 
su proceso de aparearnicnto. podemos suponer que en esta especie la conjugación esté 
regulada principahnente por una sola vía tal con10 en S. c:erevisiae. La vía que se encargue 
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de monitorear las condiciones nutricionales del medio en K. /actis sería independiente de la 
vía que regula el apareamiento. Sin embargo. la evidencia que tenemos sobre Ja influencia 
de Ja fuente de nitrógeno sobre el apareamiento. la inestabilidad del estado diploide y el 
estado haploide en el que encontramos preferencialmente a K. /actis en Ja naturaleza nos 
hace pensar que estas dos vías pudieran estar muy relacionadas, al grado de que, aunque no 
sean co-dependientes en sentido estricto. tal como ocurre en S. pombe. los elementos que 
las integran presenten una interacción a niveles más básicos y/o compartan los elementos 
comunes de regulación. El nivel en el cual se relacionan y/o regulan. si existe. todavía no es 
claro. Sin embargo podemos proponer dos elementos para relacionar estos procesos: uno 
involucrado en el proceso de aparcamiento y el otro en la regulación de los niveles de AMP 
cíclico en K. lactis. 

Sabemos que K. /actis tiene dos subunidadcs de tipo Ga, K/Gpal y K1Gpa2. K/Gpa2 
está involucrado en la regulación de los niveles de AMP cíclico en K. lactis (Saviñón et al .• 
1 996). Aunque las células que llevan una interrupción en el gen K/Gpa2 pueden aparcarse 
casi a los mismos niveles que los que presenta una cruza entre cepas silvestres de tipo 
sexual opuesto. cuando se sobrexpresa K/Gpa2 en células haploides de tipo silvestre, el 
aparcamiento se ve seriamente disminuido. Esto llevó a la propuesta de que, si bien K/Gpa2 
no participa en el proceso de apareamiento, es capaz de interferirlo parcialmente. Como 
hemos visto, los niveles de AMP cíclico es una señal regulatoria que en S. pombe permite o 
reprime el apareamiento. mientras que en S. cerevisiae es una señal para el crecimiento 
pseudohifal. Con esto nos quedamos con Ja idea de que probablemente Jos niveles de AMP 
cíclico, regulados por K/Gpa2, influyen en el proceso de apareamiento. El otro elemento 
que pensamos pudiera ser punto de convergencia y/o regulación entre estas dos vías es 
K/Ste12. ya que se ha visto que la fosforilación diferencial de este factor permite la 
transcripción de genes involucrados en el crecimiento pseudohiíal en S. cerevisiae en 
respuesta a bajas concentraciones de nitrógeno o altas concentraciones de íucntes de 
carbono íermentables. El hecho de que K/Ste 12 presente características muy semejantes 
con ScSte12 nos hace pensar que, aunque hasta el momento no hemos observado 
crecimiento pseudohifal en K. lactis, la actividad de K/Stc12 pudiera ser regulada por 
elementos de la vía que perciba la deprivación de nutrientes, tal y como sucede con el 
factor Stel 1 de S. pombe, cuya actividad transcripcional se reprime por elementos de la vía 
activada en respuesta a deprivación de nutrientes. En cuanto al posible regulador, 
manejamos dos propuestas. La primera es una MAPK del tipo de ScKss 1, cuya secuencia 
parcial se encuentra reportada (Bolotin-Fukuhara et al., 2000). Esto sería congruente si es 
que en K. /actis la transducción de la señal ocurre por medio de un nlódulo de MAPKs 
como el que recluta ScSte5. La segunda propuesta para la identidad de este regulador es un 
factor tipo GATA del tipo ScGln3 o ScGatl.o un factor de tipo ScGcn4 que podría co
activar o repri111ir la transcripción de los genes de respuesta a íeron1onas en K. lactis en 
presencia de malas íuentes de nitrógeno. Esta propuesta se basa en la presencia de cajas que 
son reconocidas por íactorcs que activan la transcripción en respuesta a catabolisn10 
nitrogenado en S. cerevisiae (Gcn4 o Gln3), en las secuencias pron1otoras, no sólo de 
KISte/2, sino también de los genes KIGpal y KIFusl reportados aquí como elementos de la 
vía de respuesta a fcro111onas. ade111ás de los genes que hemos clonado y que posiblemente 
tmnbién sean parte de la cascada. Hasta este momento sólo hen1os podido clonar la 
secuencia completa del probable factor GATA KIG/113 y pensamos trabajar en un futuro 
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sobre el efecto probable que tenga Ja interrupción en este gen en el proceso de 
apareamiento en K. lactis. 

De existir el entrecruzamiento de estas vías en K. lactis. pensarnos que este se llevaría 
a cabo en alguno o todos los siguientes niveles: K/Gpa2, los activadores transcripcionales 
en respuesta a catabolismo nitrogenado, el factor K/Ste 12 o cualquier otro elemento de la 
vía aún no descrito. Entonces estaríamos hablando de que probablemente en esta levadura 
las cascadas de señalización que son activadas por la deprivación de nutrientes y la 
respuesta a feromonas están relacionadas (o intercruzadas) de manera más íntima (o a 
niveles más básicos) que en S. cereV1s1ae. Esto sin llegar a presentar el grado de 
interdependencia a las dos condiciones que muestra S. pombe. 
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"Cuando el hombre ha derrotado a su segundo enemigo, puede hacer lo que se le antoje. 
Su deseo es la regla. Ve claro y parejo todo lo que hay alrededor. Así, ha tropezado con su 
tercer enemigo ¡El poder!" 

"El poder es el másfi1erle de todos los enemigos, y natura/n1enle lo más fácil es rendirse; 
después de todo, el hon1bre es de veras invencible. El manda, empieza tomando riesgos 
calculados y termina haciendo reglas, porque es el amo del poder. Un hombre en esta 
etapa apenas advierte que su tercer enemigo se cierne sobre él. Y de pronto, sin saber, 
habrá perdido la batalla. Su poder lo habrá tramformado en un hombre cruel y 
caprichoso" 

"Un hombre vencido por el poder muere sin saber reálmenle como manejarlo. El poder es 
solo una carga sobre su destino. No tiene dominio de sí n1ismo, ni puede decir con10 ni 
cuando utilizará su poder" 

"Para vencerlo, debe desafiarlo con toda intención. Tiene que llegar a darse cuenta de que 
el poder que aparentemente ha conquistado no es nunca suyo de verdad. Debe tenerse a 
raya a todas horas, manejando con tiento y confe todo lo que ha aprendido. Si puede ver 
que, sin control sobre sí mismo, la claridad y el poder son peores que los errores, llegará a 
un punto en el que todo se domina. Entonces sabrá cuando y como utilizar su poder" 
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6. Conclusiones 

1 . El Fus 1 de K. /aclis codifica para una proteína potencial de membrana que está 
involucrada en el proceso de apareamiento, probablemente en el evento de la fusión 
membrana). 

2. La transcripción del Fusl de K. lactis depende de al menos tres elementos involucrados 
en la respuesta a feromonas de aparcamiento: la fcromona de la célula del sexo 
contrario, la subunidad K/Gpal de la proteína G hctcrotrimérica y el factor 
transcripcional K/Ste 1 2. 

3. La distribución y localización de KJFusl depende del estado de desarrollo de la célula 
durante el proceso de la conjugación sexual en esta levadura. 

4. K/Stel2 es una proteína que forma parte de la vía de respuesta a feromonas de 
apareamiento en K. lactis. 
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.. Cuando el hombre ha vencido a su tercer enemigo, el poder. estará para entonces. al fin 
de su travesía por el camino del conocimiento. y casi sin darse cuenta, tropezará con el 
último de sus enemigos ¡La vejez!. Este enemigo es el más cruel de todos, el único al que 
no se puede vencer por completo; el enemigo al que solamente podrá ahuyentar por un 
instante" 

.. Este es el tiempo en que un hombre ya no tiene miedos, ya no tiene claridad impaciente; 
un tiempo en que todo su poder está bajo control. pero también el tiempo en el que siente 
un deseo constante de descansar. Si se rinde por entero a su deseo de acostarse y olvidar, 
si se arrulla en la fatiga, habrá perdido el último asalto. y su enemigo lo reducirá a una 
débil criatura vieja. Su deseo de retirarse vencerá toda su claridad, su poder y su 
conocimiento " 

"Pero si el hombre se sacude el cansancio y vive su destino hasta el final, puede entonces 
ser llamado hombre de conocimiento, aunque sea tán solo por esos momentitos que logra 
ahuyentar al último enemigo, el enemigo invencible. En esos momentos de claridad, poder 
y conocimiento son suficientes" 
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7. Perspectivas 

En este trabajo presentarnos un modelo de transducción de señales en respuesta a 
feromonas de apareamiento en la levadura K. lactis que integra todos los conocimientos que 
tenemos a la f"echa. Como se puede apreciar, este modelo tiene características en común con 
dos especies de levadura, S. cerevisiae y S. pombe. Sin embargo, pensarnos que f"altan 
ciertos puntos por definir los elementos que conf"orman la vía en K. lactis: 

1 . El papel de las subunidades 13 y y de la proteína G heterotrimérica en la transducción de 
la señal. 

2. La identidad de las MAPK que conforman la vía. 

3. Los genes que se requieren para la conjugación sexual 

4. La interrelación de elementos de la vía de respuesta a f"eromonas de apareamiento con 
elementos de otras vías como el remodelamiento del citoesqueleto y/o con la respuesta 
a catabolismo nitrogenado. 

Esperamos que a medida que se vayan describiendo todos estos puntos podamos 
elaborar un modelo más completo y así contribuir tanto al establecimiento de elementos 
comunes en los sistemas de transducción que han sido descritos o que se están estudiando. 
desde levaduras hasta metazoarios superiores, como a la posible interrelación de eventos 
celulares en K. /actis. 
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The K/FUSJ gene is required for proper haploid mating and its 
2 expression is enhanced by the active form of" the Gcx (Gpal) subunit 
3 involved in the pheromone response pathway of" the yeast 
4 Kluyvero111yces /actis 

s Alejandro Lloret. Alma Saviñón-Tejeda. Laura Ongay-Larios, Eda P. Tenorio. 
6 Roberto Caria • 
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9 Rcc:civcd 18 Octobcr :!002; rcccived in rcvised fonn 13 Dcc:ember 2002; ;.u:ccptcd 16 Dcccmbcr .2002 

1 O First published onlinc 

t 1 Abslract 

12 Thc 1i.·1u.i·r~r0111yccs luctis FUS/ gene was cloncd. physically characterizcd and its role in thc mating response pathway was detennincd. 
13 Thc gene encodcs .a putativc mcrnbrunc protcin. whosc structure shows a single rncmbrane-spanning segmcnt.. a short cxtraccllular a1.mino-
14 tenninus and n long C"Jrbox.y-lcnninus. locatcd in the c:ytoplasmic side. Thc pttdictcd primary struc:turc of the prolein shows a number or 
1 S scrinC ¡ind thrconine rcsiducs in thc amino-tenninus. which in analogy to Fuslp of Succharomyc~s c~T~\'isia~ might be 0-glycosylated. A 
16 rus 1-0FP hybrid protein was tentativcly locatcd in lhe plasma mcmbranc of dividing cclls and u pon activation or thc pheromonc response 
17 palh·wuy. thc protcin secms to be rclocatcd al thc tip of elongated cells. KIFuslp is rcquircd for optimal conjugation of sexual partncrs 
18 and its cxprcssion is signific:antly cnhanccd by ovcrexprcssion or both a constilutivcly active fonn or KIGpa 1 p. thc G protcin a subunit 
19 thut tri¡;gers- the mating response in this strJ.in. and the KIStel2p transcription factor. fnactivation of thc KIStcl 2 prolcin strongly reduces 
20 mating and affccts KIFUSJ gene cxprcssion. Thc K/FUSI gene has bccn dcpositcd in thc GcnBank undc..- acccssion number AF519444. 
21 O :?003 Publishcd by Elscvicr Scicncc O.V. on bchalí of thc Fcdcration of Europcan MicrobiC'logicul Socictics. 
22 
23 K~y11·11r,/s.· Fusl: G protcin: Sisnal uansduction: !\lating: Kl11y•·~rum.•·<"~S lue"1is 

24 

25 1. 1nrroducrion 

26 Sexual conjugation of haploid cclls of" the budding ycast 
27 Sacclla,.0111yces cerei·isial! requircs thc activation of thc 
28 m;:uing. phcron1one response pathway. onc of lhc bcst 
::?9 chnractcrized cukaryotic mitogcn-activatcd protcin 
30 (I\fAPl kinasc pathways [1]. A haploid cr:ll starts the mat-
31 ing proccss whcn a scxu¡ll pheromone. produccd .hY thc 
32 n1ating partncr. binds to its spccific mcmbranc-spanning 
33 receptor. Thc phcromone stimulus is transmittcd via ·a 
34 hetcrotrimcric G protein composed of Ga (Gpalp). Gfl 
35 (Stc..Jp) and Gy (.StclSp) subunits. couplcd to thc phcro-
36 monc receptor [~.3J. TI1c Gpalp subunit negativeJy.rcgu-

2 • Corrc:,.pondini,:. author. Tel.: ... 52 (5) 6:!:! 56 S:?: Fa~: +52 (5) 6:!2 S6 
3 JU 
-i E·n1ml uJ,/rc.u: rcurm14:ilisil•l.unam.rnx cR. Coria). 

lates thc response in the abscncc of pheromonc and thc 37 
Ste4p/Stcl8p dimcr acts positivcly to triggcr the response 38 
aftcr binding of phcromonc:. via a phosphorylation cas- 39 
cadc that involvcs al lcast Stc20p. the MAP kinase module 40 
and transcription activators that finally induce growth ar- 41 
rcst. shmoo fo1·mation. induclion of genes rcquircd f"or 42 
membranc fusion. including FUSJ. and Jiploid formation 43 

~ -In this pathway thc Stc l :?p transcription factor plays a 45 
critical role in cxprcssion of genes rcquircd for mating. 46 
Stel2p binds to thc pheromonc response clcrncnt (PRE). 47 

. a sc:qucncc locatcd in prornotcr rcgions of haploid-spccific 48 
genes [5-7]. Ovcrproduclion of Stcl2p lcads to incrcascd 49 
transcription of thc ccll typc-spccific genes and to supprcs- 50 
sion of thc mating dc:fcct of upstrcam ·'·te mutants (8). 51 

Transcription of haploid-spccific genes invoJvcd in mat- 5:? 
ing rc:quircs phosphorylation-dcpcndcnt activation of 53 
Stcl2p [9] and binding of thc Mcmt lranscriplion factor 54 

OJ7R-IO'J7/03/S:?.:!..OO ":'.) :?003 Publlshc:d by El!tev1c:r S..:icm:e U.V. on bchalf of thc Fc:Uer.mon of Eu •>pean Mi...,,.,.~fPI ~~~ 
du1:10.IUl6/S037R·I097CO.:!.IUl:?0:?-8 l Í~aJlU lJ\..l!.'J 

FALJ.,A DE OlüGEN 10 "2... 



ARTICLE IN PRESS 

SS (10). Jn Alt1t• ccUs. Mcmlp and Ste12p are neccssary for 
56 the trnnscription of aspccific genes. with Srel2p binding to 
57 PRE scqucnccs and acting as thc targct of the activity of" 
58 thc phcrornonc response path\''"Y· In a cclls. Mcmlp and 
59 Stc l 2p nrc ;llso ncccssary IOr thc tr-Jnscription of a-spccific 
60 ~enes. but S1cl:?p is hcld in the complcx by intcraction 
61 """ith the al protcin. In this case. Ste12 is also thc elemcnt 
62 rc:sponding to thc pheromone pathway ( 1 1 J. 
63 As ¡1 rcsult of stimuJation with sexual pheromoncs. ac-
64 livation of lhe Slcl.2 rranscriprion complc:x iriggers dircc-
6$ lion:iJ cc:JJ growih in cells of' bolh mating 1ypcs. resulling in 
66 lhe developn1enl of a mating projeciion dirccled towards 
67 rhc n1aling parincr [l::?.l:i]. Aflcr contact of rnating part-
68 ncrs. rernodcling: of the ccll wall and fusion of the plas1na 
69 n1cn1br;1ncs to forn1 a single zy~olc follo"v [14). A numbcr 
70 of gene products ;1rc rcquircd for ccll fusion during ycast 
71 nmting. of which Fusl p. Fus2p and Fus3p fm"·c bccn cx.-
72 tc:nsively studic:d. Mutations in thc: genes encoding thcsc: 
73 pru.tc:ins result in cell fusion-dcf.:ctivc: zygotc:s (15-17). Par-
74 ticufarly .. basal trJnscription of FUSJ in th.: absc.:nc.: of 
7S phcron1one is strongly enhanccd whcn cells are cx.poscd 
76 to m:uing pheromonc (18.l"JJ. and this transcription is de-
77 pc:nJcnt' on thc phcromone-pron1otcd phosphorylated 
78 sr:uc of the Stel.:? Jhctor f9). 
79 K/11yt·1.~r1n11yces /111.·1i.\' is a hetcrothallic budding yeast 
80 closdy relatcd to S. 1.·r!re1·ú·i111.~. Wc hypothesize that a S. 
81 n•1-,_·.-i~·iu1.• .. Jikc phcromonc response pathv···ay is conscrvcd 
82 in K. lt1c.·1is. Wc havc cloncd and ch•1n1ctcrizcd a Ga sub-
8J unit <Gpalp) in'\·oh-cd in lhc rnating pathway in rhis 
84 strain. In contrast to thc role 1.1f Gpalp in thc: mating 
85 p:uh"'·ay ""f S. «c:r1.·ri~·it11.·. thc: Ga subunil in K. h1«tis is 
86 rc:quircc.J for haploic.J sc:xual conjugation ancJ its inactiva-
87 tion produces partially sterile cells (20]: morco\'er. a con-
88 stitutivcly active allc:le of Ga induces gro"'·1h arrcst and 
89 rll!Stc.u&:s n1ating of K/_.:p11/A 1nutant cells. Addilionally a 
90 gene cncoding :i protcin highly hon1ologous to thc a n1:u-
9 J ing factor of S. c:ert!ri.(il1e has bccn idcntificd (21 ). "Jñis 
92 se.,unl phcron1onc is thought to ••c&ivatc a pathway thnt 
9J tinally turns up thc 1n1nscription fi.1c:tor K1Stcl1p ( l IJ. 
94 This factor is thought to binc.t to PREs loc.atcd in pro-
95 n101cr rcgions of genes rcquin:d for n1ating. Thc K. lactis 
96 g,c:non1c has been partially charactcri<tcd by random sc-
97 c.¡ucncing {2:!}. Fron1 thc databasc g,cncratcc.1 by this se-
9N qucnciny proj.:ct a portion of thc g.:nc cncoding thc: or-
')') th1.,h.1!:_! of thc ScFus 1 protcin was idcntificd. 1-fcrc wc 

1011 dcs..:ribc thc doning of thc fulJ ¡.,;11-·us1 gene :.rnc.I thc par-
101 ti..:iratic.")0 or it~ rrc.,d11ct in thc phc:rnmonc response path-
1 O~ """ª>" ot" h. lacti ... · cclls. 
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Ycast strains uscd in this \.\.."ork are: c.fcs..:ribc:c.f in T•1hlc J. 
~·d1,•ric"/1iu coli strain DJ-lcx5 \.\.'as uscc.f to propagatc: plas-

Table 1 
Yeasl •trains uMd in 1his work 

Scr-.aln 

K. ltn.·1is 
WMl7 CNltM.L Y-1140) 
12111• 
155• 
CXJJ.7A"' 
CXU" 
12/11-FI.: 
155-FI .. 
12/8-SJ:?--
155-SI~ 

S. c·-..•·isiur 
WJOJ·IA• 
WJOJ.JP 

Ocnotype 

·""'•· l1i.d 
.'llul•. urir • .f. lysA. ,,,.u .. I 
.llula. uclc·:. lti~.I. 11ruA 
Ala1a. uJ..•J. 1cru.-I. l<M...., 

Mala. mkl. ltU.1. "'°""· ldr./ 
.Wuta. ur1(.<f. l}·sA. wu.·I • .Jiu/::K•mlll 
.tluta. udc.!2. ltU.1. urv.,., • . /iu/::Kan" 
Afula. U'lf.•· lysA. "'°""· SIC"l:!::UR..t .. f 
Atu1a. cu¡,.z. lti.s.J, uru .. t • .1tc-12::l!R • .f.I 

.tfula. uJ.-2·1. lu~:J. lc•U:. trpl. 11ru.f. nml·/1111 
Atuta. c1dr:!·I. ltis.I. 1 .. u:. 1rpl. "'"·'· .'u111.:.1tN1." 

.JU#::l-EU: . 
.. VdlU. /c·r~. la·s2 
Afuta. lt.•u:!, /,·s2. /ics/::LEl..l: 

.aobtaincd (rom H. Fukuhur.a. 
• 0.."Kribod in S•wii\ón· T~).-W. et al. (:=o). 
"Scp'csant of1hc t;ross bctwc...-n WMJ7 anJ CXJJ-7A. 
.aOhtained írom A. Gon7..ri.k7-
.. TI,ia ""ork. 

mids. pBluescript (pBS) phngc1nid was uscd to subclonc 
DNA f'ragments for sequencing. YEpKD and YEpKDHis 
have been describC<i (20). TI1e Vlp3S2 vector (::?J) was used 
for gene disruption. VPD mcdium consistcd of 1•x, ycast 
cxtrJct. :?"/. bacto-pcptonc and 2o/u glucosc. S µg m1- 1 of 
gcncticin was addcd to YPD for rcsistant plasn1id sclcc
tion .. SO minimal mcdiun1 consist~-d of 0.67"/.. ye;ast nitro
gen base without amino acids <Difco) and 1°/.• glu~ose. 
Rcquircd nitrogcn bases and amino acids wen: addc:c.f at 
a final conccntration of 25 µg m1- 1 • LB plus ampicillin l 00 
µg m1- 1 was used to propagaie rccombinant plasmic.fs. 

.!.:!. /1/e1tti./it"utü11t ~"''' <"lo11ittg ,~f" th1.• K/Fl 'SI gen<• 

Oligodcoxynuclcotidcs """ere dcsignc:d fron1 positions 79 
(forw¡1rd) and 816 (rc'\·crsc) of thc Fl/SJ hon1ologous sc
qucncc <EMBL .acccssion nun1bcr AL427517) rcportcc.l by 
thc random scqucncing projcct (22.J and uscd for poly1ncr
asc: chain rcaction (PCR) amplification from thc: chron1u
somal ONA uf K. /1.1c11"s strain WMJ7. Thc PCR pruc.tuct 
was thc:n uscd to probe chron1oson1al DNA digc:stcd with 
scvcral a-cs1ric1ic."ln cnzyn1c:s .. DNA llindlll fragmcnts in thc 
rangc of 4 lb. which cross-rcactcd with thc probc .. wcrc 
uscd to construct a pBS·bascd libr;1ry of 200 dones. 
Scrcening of thc library was done using the same probc. 
Selc:ctcd clones were analyzed with rcstriction cnzymcs :111d 
scqucnccd in full in both dircctions. 

~.3. Gcmc.~ ~lisr11ptint1s 

Thc: 4.1-kb fragment of thc KIFL'SJ gene: was suhclonc:J 
into YEp35.2 llig:cstcd \Vith //indlll. Thc: resufting. plasn1id 
\\."aS opencd with Asp718. Klcnow filh:J and dig:L~tcd """ith 
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.3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
l.:? 
1.3 
14 
15 
16 
17 

18 
19 
:?o 
:?I ,, 

107 
IOS 
109 
llO 
111 
11.2 
11.3 
114 
115 
116 
117 

l IS 

119 
120 
121 
1:!.:? 
1.23 
124 
12:1' 
1:?6 
1~7 

l:?S 
129 
IJO 
131 

IJ:? 

IJJ 
1~4 

135 



AJi"l(!t•••~•jf ;tet--is 
A. ~1" al/FEMS Microbiolav L-111"'6 I0/121 (200JJ 1-fl 

136 
137 
138 
139 
140 
141 
142 
143 
144 
145 
146 
147 
148 
149 
ISO 
151 
152 

153 

154 
155 
156 
157 
158 
159 
160 
161 
162. 
163 
164 
165 
166 
167 
168 
169 

S1nal. Thc EcoRI (Klcnow fiUcd)-Sn1aJ fragmcnt conlain
ing thc geneticin cassenc [24] was inscrtcd and used for 
transformation of K lactis strains l SS and 1218. Thc 
Sc:FUSI gene was amplificd by PCR. using oligodeoxynu
clco1idcs (22-mer) designcd from positions 197 (forward) 
and 899 (reverse> and subcloned into Ylp352. Thc rcsultcd 
plasmid was opcncd into thc nativc Sphl rcstriction sitc for 
gene disruption. The ScSTE/2 gene containing its pro
meter region was cloncd by PCR-mcdiated amplification 
using the oligodcoxynucJcotidcs dcsigncd from posilions 
-387 {forward) and 2230 (reverse). This PCR product 
contains thc fulJ open rcading framc (ORF) and 386 bp 
of the prometer region. The PCR product was subcloncd 
into vector YEpKD. A 1.3-kb EcoRI fragmcnt from posi
tion -369 to 959 was subcloncd into Ylp352. opcncd with 
Bg/11 and uscd for gene disruption. Gene disruptions werc 
contirn1ed by Southcrn blotting. 

2.4. Cu11strucrio11 of K/Gpa/C!-:9sL 

-Thc K/Gpa/ gene [20J was subjcctcd to PCR-mcdiatcd 
n1utagcncsis. A 25-n1cr rC'\'Crsc prin1er was dcsigncd from 
pósition .+881. This oligodcoxynuclcotidc carrics the sub
stitutiorl· of A (+893) to T that produces a changc of 
glutan1inc .'.?98 to lcucinc in thc KIGpal protein. PCR 
wa~ d~r:ic employing thc mutagcnic reverse oligodcoxynu

. clcoiidc and a forward 16-mer primer dcsigncd from posi
tio·n·;·::+-297. Thc PCR product {608 bp) was digcstcd with 
//i11dlll -and a 241-bp fragment carrying thc mutated po
sitio.n was uscd as ;l forward primer in a sccond PCR 
rc;lcticÍn along with the reverse l 6-n1cr primer designcd 
fro~1· position 1408. Thc rcsulting product was digcstcd 
into thc naturally occurring .Yhol and C/al sites and a 
248-bP fragment containing thc indicatcd substitution 
was Subclonc:d into YEpKDGpal (201 digc:stcd with the 
san1e cnzymcs to give risc to YEpKOGpa 1 •. 
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171 
17:? 
173 
174 
175 
176 
177 
178 
17') 
ISO 
181 
182 
183 
184 
185 

A 1138-bp fragmcnt of the KIFUSJ gene: containing 874 
bp of thc untranslatcd S' rcgion and 264 bp of thc: coding 
rcg:ion .. obtained with //indllJ and .. Yhal rcstriction cn
zymcs. was ligatcd into the YEpKD-LACZ vector (25] 
prcviously digestcd with the samc restriction cnzymcs. 
This gavc risc to plasn1id pKIFusl-LacZ. This construc
tion pJ:u:cs 88 amino acids nf thc KIFusl prolcin in frame 
"''ith thc full f3·yalactosid:.1sc protcin •lnd undcr thc: control 
of thc J.:IFUS/ promotcr. KIFusJ .. GFP fusion wns done 
by ligating thc 2838-bp K/FUSJ gene that contains the full 
ORF ;lnd its prometer rcgion. with thc EcuRJ-1Vcol 750-
bp frag:n1cn1 containing .:!50 amino acid rcsiducs of thc 
green fluorcsccnt protcin (GFP). This pl;1ccs thc full 
ORF of KIFUS/ fuscd in framc with GFP undcr thc con
trol of the KIFUSI prometer (pKIFusJ .. GFP). 

2.6. Assays of pheromone r~sponse 

.K. /actis strains of both mating typcs wcre grown for 72 
h at 30ºC until saturation in liquid YPD mcdium. Cullures 
wcre ccntrifugcd at 5 K for JO min. Supern:uant was fil .. 
tcrcd through a 45 .. nm porc sizc filler. Thc resulling fil
tcrcd solution was uscd fer phcromonc induction assays in 
a 3: 1 ratio. Activity of pheromone was dctcrmincd by 
monitoring its cffcct on ccll growth. 

2. 7. Mating assays 

A patch of cells of thc strain 10 be tcstcd was grown on 
a platc of scJcctivc mcdium for 24 h. Thc tcstcr strain was 
grown as a lawn on an VPD pla1c for 24 h. Both strnins 
wcre replica plated onto YPD platc and incubatcd ovcr
night al 30ºC to alfow cells lo mate. Whcn indicatcd. 
matings wcrc done by incubating overnight al 14ºC. Dip
loids wcrc selccted on SO mcdium by replica pJating. For 
quantitativc mating assays. strains ro be tcsted wcre grown 
until mid .. cxponential phasc in VPD or selcctive mcdium 
for plasmids. J x J 0 6 cclls wcre then mixcd with nn cqual 
numbcr of cells of thc tester strain. in 100 µJ of YPD and 
incubatcd ovcrnighl at 30ºC. Thc ccJls wcre collcctcd by 
ccntrifugation. diluted and platcd on SO mcdium. 

2.8. Otlwr 

Molecular biology proccdures wcre pcrformcd as dc
scribcd [26]. Standard ycast gcnctics proccdurcs wcrc 
done as dcscribed by Shcrman et al. (27]. Assays for JJ
galactosidasc detcrmination werc done as dcscribcd [25). 
Auoresccncc cmittcd by GFP was registercd by confocd 
microscopy using Bio-Rad 1024 cquipment. 
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.3.1. The KIFUSJ ge11t.: e11codcs a putatfrl! 111L1 t11brcmc.·- 216 
spa11ni11g protein 

Random scqucncing of the K. /acris gcnomc p.~) allowcd 
the identification of a fragment with homology to lhc Fiu·/ 
gene from S. cerel•isiae. Thc sequcncc depositcd ¡U El\1 DL 
databasc undcr acccssion number AL427517 showcc.I 55'X• 
similnrity with thc 3º cnd (from posilion 1275 h> position 
1538) of the S. ,·erel•isi"e! FUS/ ORF. \Ve c.Jcsigni.:d oligo
dcoxynuclculidcs fron1 the rcportcd scqucnccs to amplil)· 
this fragment by PCR from thc K. /actis gcnomc (str..1in 
WMJ7). Thc obtaincd PCR product wns scquenccd in fulJ 
to confirm idcntity and then uscd to probc thc K. lac·tis 
genomc Jooking far the full gene. A pBS .. bascd Jibr:try was 
prcparcd from //i11dlll chromosomal DNA frngmcnts in 
thc rangc of 4 kb that cross-rcactcd with thc Jabch.:d 
probe. Colony scrccning was done on thc tnini-library. 
Two positivc clones wcrc idcntificd from ZOO and founú 
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Kl.Fu•1P 
SCFu•1P 

as••m•••~• ;,qa-'"'b 
A. Z.W,~t ~t Gl. IFEMS Mkrobiofo11y Lllle,s 10621 (200J) 1-9 

HE.IETETRTVIOTOHNELILHNE:ATVINTIYVOOYYRASNTLPYALT'!'VSTAFATOLNKNVKTATITNQV":"T:"l:!:TSQES":'STSSTSHSS 
HVATIHQTTTTVLTTVAAHSTTLASNYISSQASSSTSVTTVTT 

SSLGVOSSOSAR."ITSCISLNSLASTSDGKNTSCTiilcLAICLPIAL~G~CIV;CFL YYR F:SKVD •• PDNENHOQH~P ~ ~:. ~SVLC 
IATSIRSTPSNLLFSNVA •••••• 0 AOPKSSSAST CLSIGLPICIFCFGLLILLCYF'YLK NSVSISNPPMSATtPREEEYCRR,.,...,F'S . . . 

C90J 
(431 

( l '14, 
<126) 

Kl.Fua1p KLYCMQELNDLKK .AELFNEKKQDE.KYOSG •• VSSKITYKVS KPYISHPELZOTPEKLAFTDNPYR. KNVNQKS:l'¡'NAY. SNSTHDLCQf' ( 260 J 
Sc:Fual.p R;FWQSKCE~QNSYSNRDIEKYN~TQWT:~oNM::~!º~~I:~;1!. ;!QH:ILTPKKTVKNPYAWSGKNISLDP:CV~EHEEEKVV~FLY 1214 J 

K1Fualp ;r>RP, , • , ••• , , •••• , • , ••• , ••••••• LASPFKICWNYESPLSRWFLTKSTLIQO ••• KJ:QTAKTPT •• IHLKQLNILARANKSKITI ( 317 J 
ScFu• 1p TKP PN rvtt I ESSMPS YNDLPSOKTVSSKKTALKTSEkWSYES PLSRWF'LRGSTY FKOYGLSKTSLKTPTGAPOLKQMKMLSRISKCYFNE ( 30 4 J . .. .......... . 
Kl.Fu•1p NGE:EPYTEHSPMLP •• !iVPRSPYEAI ES!. •••• PSLELKEESEt PINESKZ RTEQ ••• GVtf<PQIIDTNLKPTYPTLLKLOKLSKTKPLP C 398 J 
ScFualp SDIM!'. DERSPILEYNNT!'LDANDSVNN;GNTT:DSQITSYRNNN!DLrTA:PffSVtY;TTAQQTLETNFNDHHDCNKSTE~HELIJ:PTP (392) 

K1Fu•l.p KPPNPHFTSANDD ••• QHVSDNVSARSDHHDLRSARKSTAOEO. AKLYRVVKDYOAVLMOE:I DIRCCELVRVIJ\RHTDGWCLVERSNION C 4 8 4 J 
SCFU• 1p SK!LKKRKKRROSKMY~~LOHLSRSK PLPL T PN:KYNC~SV~Lc~;T~:I OOYEPRL TOE: IR I SLGEKVKJ: ~T~'!'~:;; ~~KCNTQK ( 4 e .3 J 

K1Fu•1p ••• HSSLOGPTYLNENRCIVPCLCLQESM C510J 

ScFu•l.p GSIHVSVDDKR;:~;o~;;~~~º==~=YD ( 512 J 

~ r\ . . . . ..... "f 
• • • • ":'° • • • -:- • • • ':'9 • . 

].,./\>\ ,,.,, º e'\ . . 
'Q'\}'>V"'V 

Fig. l. A: Aliynmcnl of amino ucid scquences of Fusl pro1eins from A:.. /tJt:lii (top) and S. rf!Tf!'ll'isiur (bottom). lden1iaal amino acids are indico.itec.1 by 
.:?: astcrisl.:s. Tbc prec.li~tcd 1ransmembrJne :i,c¡;menl is boxcd, O: S«ondary structure prcdiction of Fus 1 proceins from K. ltJt:llS Ctop) and S. L·rrrt•is11J~ C bol-
3 ionu. liyJrophifü:ity 'IA."a.S ¡;eneratec.J ai...-c:ording h> che Kyte-Doohttlc algorithm (JOJ. using lhe Wisconsin Scquence Analysis Package of lhe Gcncuc:i. 
4 Compulcr Group. Dlacl.: bars indicate che prcúict1.-d transmembrane segmen1. 
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to be idcntical by rc:striction analysis. Onc of them was 
scqucnccd in both dircctions. Thc full ORF spans 1533 
nuclcotidcs including thc stop codon and c:ncodcs a pre
dictcd product of 510 amino acid rcsiJucs with an esti
matcd molecular mass of 57 kDa. The sequencc has 
bccn depositcd in thc Gc:nBank undcr acccssion numbcr 
AF519444. Thc dcduccd KIFusl protcin shows overall 
33'!{, idcntitv and 40'X. similaritv with Fuslp from S. c..·erc
i·isic1c: (Fig. -IA). Maximum ho;,1ology (63'X, idcntity) was 
found in the Jast 60 amino acid rcsiducs of lhe carboxy 
cnd (Fig. IA) whcrc a put:ttive Src homology 3 (SHJ) 
Jo1n•lin h:is bccn dcscribcd in ScFusJp [:!8). :ind in 
Fus 1 p of Sc:lti=o.\·accltarnn1ycc..•s ¡unnhc..•. 61 protcin requircd 
IOr ccll conjugation of P and .\1 ccll typcs [:?9). Evcn 
thuug.h thc ovcrall .scqucncc hon1ology is low. analysis of 
thc sccondarv structurc of thc protcin using: thc Kytc
Dooliulc alg:~rithn1 [JO] sho\vcd high similaritics bctwccn 
thc putntivc KIFus 1 p and thc Fus 1 p fron1 S. cen.."l"l'siae 
(Fig. 18). Thc sccondary structurc: of KJFuslp strongly 
rcscmblcs ScFus 1 p. which has bccn shown to contain a 
sini.:lc transmcmbranc scgrnc:nt connccting thc amino-tcr-
111ii~us with u long cytoplasn1ic projcction [31J. lndecd. 
KJFusl p contnins a domain of 22 ;amino acid residucs 

capablc of nucJcating an a-hclix and whosc hydrophobic
ity value prcdicts that this n:gion rnight form a transn1cn1-
brane scgmcnt (Fig. 1). Thc Fuslp from S. crre1•isiac: is 0-
glycosylated in a cluster of scrines and thrconincs locatcd 
at thc amino-tcrntinus. which faces thc pcriplasm (.31 J. 
KIFusl p. like ScFusJp, contains a numbcr of scrinc ••nd 
thrconinc rcsidues in thc amino-tcrminus (Fig:. 1 ). suggcst-

Table 2 
Mating etticicnaes of Kljiu/ mul.anu 

Cruss 

A"ITUSJ ( 155) X A."ITUSI ( 1:!18) 
KIFUSJ (ISS)XK/fus/A (l:?/B·Fl) 
K/fiuld cISS·Fl)xKl/Us/A 112/B·FU 

J.0.!:.U.U~ 1.0.!.U.OI 
0.81 .:!:: 0.02 0.81 .:!:: 0.03 
0.1 s.: 0.01 0.20.: u.o.o~ 

Slr.ains to be tcs1ed werc grown until m1d-c:itponenual ph.ase in SO plus 
the requircd amino ucids. 1x10" cclls of both maung pairs werc 1hcn 
mi:itnJ and incuba1ed o\.-em1ght .al che 1ndicatcd 1cmpcralurcs. Cclls \\ere 
washcd l'W"lce. suspended 1n wa1cr and plalcd on SO mnJ1um. 
•Numbcrs ure relalivc to thc mallng etficiency of ISS (,\lmn. uJ~~. huJ. 
uruA} matcd to 1218 f/t.lu1a. ur¡:.'I. lysA. uruAI. Numbcrs curr~pond 
rhe ..1\"eragc oí thrcc nuJcpendenl c.:itperuncnts. 
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Fit! . .:!. Etfc.:1 ,,,. A:IFL :SI .Jisrurtion ,1n 1n<1ti11,1 .::uricd out al ditfC'rcnl 

:? IC'IU('O('r.11urC'S. S1r •. un1' to t-.r 1es1cd •"fte '"'""'" on YPD rl•IC'S for .:!~ h 
3 Jnd 1hen rC'pli.:a pl;,11cd 10 a YPD plMle con111inin1 a lawn of 1he indi-
4 t..-arecJ p.artner oí 1hc ºPP"lllC n..._linl! l}'J'IC· Miltins was carricd ou1 o'\o·rr-
5 ni~hl al the indic'-JIC'd IC'mrwnatum. Oipl,1iJs ,.·ere sdectcd on SD hy 
6 rC'plio..•a pliltC. \YilJ·IYJ'K" 1\\'TJ llo>llfilins. I~ f.\/1Jtal and JSS (.\lu1aJ: 
i .f1ul-l. !!>lrnin~. 1.:!JX-FI t.U.i1a1 anJ l~S-FI 1 .\lutal. 

.263 ing llmt oligosaccharidcs could :.1lso be post-translationalJy 
:?<M allached lo this portion or lhc protcin. 

:?65 .J.2. n1t!' KIFUSJ gr'11• is requirt•tl.tOr pruprr 111ating 

:?66 Disruption of thc: S. <"t:r~risit1<• FUS/ gene lcads to re-
:?67 c.luc:c:c.I nulling capacit)' t.«tC matin,t.; partncrs [17.32). This 
268 <.h:fo:icncy is c'\·idcnt if nuning: is carricd out betwccn .ti1.>·/ 
269 n1utants or opposite m:1.1ing typc and at low h!mpc:rature 
270 [33J. Disruption of KIFUSI was done in cclls of bolh mat-
271 ing t~·pes (Table J) and confim1ccJ by Southcrn blot anal-
272 ysis. Thc: n1ating cap:icity or the couplcs .\luta. FUS/ X 
213 .\Iuta. jiu/ and .\fata. fú ... J X Alttta.. fi1s/ is indicatcd in 
21.J Table 2 nnd Fig. 2. As can be obscrved. disruption of 
27:. K/Ft .. :s1 in onc 1nating: partncr has a significant cffcct on 
276 its n1;11ing cnp:.tcity und this dcficicncy is cvcn more scvcrc 
277 in crosscs of t'""º K(/il.)"/ mutant partncrs. Rcduction of 
21S 1111ouing: is obtainccJ by inacti\'ali<.ln c..lf KJFusJ p not only 
279 al lo''' tcmpcraturc but :.also whcn n1ating is carricd out :.u 
2SU JOºC. In S. c-c:r«ri.>°iiu-. on thc other hand. muting of ji1.>·I 

T..ihk .1 
A'IJ"l 'SI huJui:ci ... ,n nn t."rll' 1.·..irn:i111t thc A·1rt • • ..,;/./_"4C7. fu,.¡,'" 

S1roun 

couples is observed to be deticient at 14•C ""·hile i1 is 
prac1icaUy unatTccted at Jo•c (33). In addition. wc: also 
analyzcd thc cffcct of cxprcssion of A:IFVSI in a .fiu·/11, 
S. n!re1•isiu1.• slr.iin. KIFUS/ is ablc lo partially rcstorc 
mating of thc mutant strain at 14•c (not shown). whic:h 
indicatcs thal Fusl protcins play sin11ilar roJc:s in hoth 
)'Cast spccics. Analogous to thc role that ScFuslp has un 
diploid formation. thcsc: rcsults slrongly sug~c:st that in
activation of KIFus1 p affcc1s 111embranc: fusion Jurin~ 
conjugaiion of haploid cells. 
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3.3. E.\.·pre.,·s1i"' o~f 1/11.• KIFUSI gcm~ i.\· liulun•tl by .n•.\.º 
pltero11u111e 

A gene cncoding :.t pro1cin homologous ro 1he a 111ating 
phcromonc has bccn dcscribcd in thc yc¡tst K. lc.11.•tis (21 J: 
howc\'cr. lo date. no comn1crciaf \.·crsion is av11Hablc. Hcrc 
wc dcveloped conditions to assay phcromone 11cti\'ity in K. 
lu«tis extrnccllular culture n1cdia. We wcn: ubh: lo induce: 
grow1h arrest on haploid ycasl cultures using: a saturated 
cell-free mcdium (see Sl;!Ction 2). Wc: found that an c:xpo
ncntially growing culture of /Wut• c:ells stops Ji\'iJiny 
when il is c:xposed to cell-free mcdium in which a ,\f111a. 
strain has becn grown for 72 h :u 30-C (not shO\\,.n). The.sc 
cuh u res shO\\>"cd a high perccntngc of unbudding ccU.s c:on1-
pared to untrc:ued cultures (60'X. vs. 3<1!1.o). Wc 1hc11 invc.s
tigatcd if thc a phcromonc containcd in thc culture n1c
diun1 induces KIFUSI cxprcssion. For this purposc wc 
usctl lhc fusion or thc FUSJ promotcr froni K. ltt<"tis 
with lhc C..rlCZ gene from E. t.·o/i as ¡i reportc:r for gene 
exprcssion. This fusion c:uries 874 bp of thc: s• untr.ins
Jated rcgion uf A.-11--ust and ::?64 bp of ils ORF encoding 
88 amino :1cid residues of thc KIFuslp :amino-terminus. 
followcd in fr:ime by thc: full LACZ gene. Thc P,-gal:.1ctc.'l
sidase assay was done in a /uc4 strain. in ordcr to :.tvoid 
background from thc nativc p-galactosidasc of Aº. /t.11.·1i...
strains (34). Table 3 shows specific IJ-gnla.ctosidasc activity 
de1crn1incd upon :<Otimulus of a phcromone in a .,lt1ta 
strain carrying ¡a n1uhicopy plasrnid wilh thc fusion pro-
1cin. As can be: obscrvcd. phcromonc-stimulatcd cclls show 
10-fold induction of p-gulac:tosic.Jas..: ;1ctivily c:o111p:.1rcd 10 
non-stin1uJated cclls. 13-Gahtctosidasc acti\'ity is hardly ob
servcd in phcron1onc-s1in1ulatctl ec:Jls c:arrying vector 
aJom:. This indicatc:s thal a phcromonc: is able to increasc: 

[YF.pKDG11al"I (VF.11KDScc:12) 
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S1ro11n,. h..1rb..1nn~ thc inJi.."acc..J plo&..ntiJs \\C'f"C' ~rown a1 Jo•c un1al nuJ 0 c:11.puncn1ial 11ha~. Cclls t4C'rc U'<Uhc..J l~•i1..-c ami ,.u,.p:ndC"J in SD plus lhc re:• 
~uir·C""J 01ntint.1 01..:iús. lncubou1on ''''ª5 1.•o.1n1111uc:J fo.1r 6 h. 50x 111• cclls wc-f"C' thC'n collec1c.J. woashnl '"'ice and J5~)"C'\.I fnr p • ...,_.1a..:111!!01J.,.i;.c. n phcrnmonc: 
1.·nrr-p"1nUs hl cc:ll-frtt 1ncdiun1 front a :JaCura1cU ..:ullurc o( s.1raiu 155. 
.oNuntbcn rc:prcsc:nt 1hc a1oera~c nf thrcc 1nJcrc-nJcn1 C'l(lC'rimcnl!i. 
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FUSI transcription in ~""'ª cclls. and that this transcrip-
1ion is reflected in the total amounl of" p-galactosidase 
produccd. Mara cells trcatcd with saturatcd medium 
front ;\fclla ccJls showcd no inducrion of KIFUS/. 
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3.-1. A C't111stit11tii·ef.r urti1·c.· ull<.-le o.J" Ga s11b1111it i11cree1.n.•.s 
ITUllSC'riptÍUll of tlu.· FllS/ g,.,,,. 

U,nlikc in S. c·c.•rc•rb·iut.• wherc thc G protcin a subunit 
O"~i:;:atively regulatcs mating response. in K. /uc·11~· the Ga. 
protC:in is rcquired ror mating and n1utants lacking 1he Ga 

· súblií1it are partially sterilc [:?O). The constituti\.'cly nclive 
a11c1e 'of GuUJ!JL defcctivc in GTPnsc activitv causes slov.· 
grO\'-~th of nomtal haploid S. n .. ~r<•riui.u~ cclls (:lSJ indicating 
corÍstitutivc activation of thc phcromonc response path
'";ªy~: n1ost probably by inctlicicnt assodation with thc 
opy~din1cr. Wc constructcd an cquivalcnt Ga allclc in 
K._-¡,/~·rú· (GpatO!"JllL} and dctcrmined its role in thc n1ating 
path\\·ay. KJGpaJO~JaL has no cfTcct on mating of wilJ
typc: .. cc:lls. but restares 1nating dcficicncy of gpul ~ cclls 
(not .-.~·:;ho"vn). in :.1 similar fashion as done by thc 
KIGp:.1 I N.1h.it..: allch: dcscribcd bcforc (:!O). Whcn 
KIGp:.1JO;:Qit1. is co-cxprcsscd wilh plasmid c:1rrying thc 
FL'SJ-L-lCZ fusion tT:.tblc .l). cxprcssion of KIFUSJ in
crco:1scs: l.S times. cornp:1rcd to ccJls trc:.llcd with a phcr
Ornonc. and 1 S ti111cs con1parcd to non-stin1uJatcd cells 
This.last obscn•ation indicatcs that thc KIFUSI gene is a 
targ:ct ar thc sign:.tl tr::1nsduction p:.llhway activ:.1tcd by thc 
Ga subunit of thc K. ltirtis hctcrotrin1cric G protcin. Ad
c.Jition of a phcron1om: to "--.:Us cxprcssing KIGpalo:•JttL 
had no sii;nificant cffc:ct on furthc:r KIFUSJ cxprcssion 
(nc.ll shown). sug:gc:sting that constilutively acth·c: Ga sub
unit fully :1c1ivatcs the m:uing pathway of K. le1«ti.,·. 

3.5. _K/Sr,•/:! 1ru11.n·ripticJ11 fi1C"ttJr i ..... <•.,·.<r<~111iu/ fiJr htJth 
11u11i11g a11cl FUS/ <~.,pn·~·sitJ11 

\.Ve then in"·estig:ued if the KISle 12 trnnscription factor 
is rcquircd for cxprcssion of thc KIFUSJ gene ancJ whcthcr 
this p:.uhw:.ty is :1cti\"ntcd in cclls con1pc1cn1 for mating. 
KIStcl:!p was prcviously cloncd and cxprcsscd in stcrilc 
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F1~. ·'· l~ITL~t of dii.rupuun and u,·cre,pr-i.mn uf KISTEJ:! un mat1n~ .. 
S1r.1111"' ''.:ro.• f!r-onn on .1 pl;11 ... uf !>eln.:tl'.: mc...liunt fo.>r :?..a h ;1nd 1h ... n 
.- ... p11~.1 pl.11o.·J lu SD pla1 ... ,.. plui. lhllO!' r~u1.-..-d .1n1in,1 .1dJ,... '"·hidt con· 
1.1111 ... .i .1 '·"" n uf ~1r.11n 1 ~R. !\.t.1t1nf! wu!lo c.1rr1eJ out º"em1~h1 .11 Jo•c.· .. 
Oiplu1.i .. "'.:re ~1 ... ~1.:d hy n.·p!i<..·.• pl.11.: un SD ,..urrl.:1n.:-nh."d w11h ur.u:tl. 
"'11.J·t'°r"· 1\'\.I). 155 c.'1u1a. [YEpKD)I; ,,,.¡_:_,,,,_ 155·51.:! l,\/uta. 
,1.-1:.; L ·R.f.l. (YEpKOJJ; STEI-.,"· l~S 1.ttu1a.. (YEpKOSh:J.:!J). 

S. ,.e,e•·isiae ceUs lacking 1heir native Stcl:? protcin. and 
shown to restore diploid formation in a mating typc-Jc
pcndcnt manncr (111. Using a fragmcnt of thc K/STE/2 
ORF. wc constructcd a disruplcd strnin ¡md mcasurcd its 
mating t..~p•1city. Fig. 3 shows 1hc mating ass:1y of thc 
K/~·r.:J:! mutant. Jnactivation of KIStcl.:?p has a struni,? 
efTcct on the mating cfficicncy of .K. lac11~- celfs. indicatin,g: 
lhat this proJuct is cssentiaJ for propc:r mating. By PCR
mediatcd amplification wc subcloned &he: KISTEJ~ sene 
and its promotcr region in a multicopy plasmid. Wild
typc cclls ovcrexpressing KIStc:12p •KISTE/:!1

' in Fig. J) 
sho,~cd incrcased mating ctficicncy con1pared to wilJ-typc 
alone •Fig. 3). and incrcnscd exprcssion of K/Fl~SI 1.7-
fold comparcd to cells 1rca1ed with ex pheromone and :!O
fold con1parcd lo non-stimulatcd ccJls •Tublc 3). Taking: 
thc abovc rcsults togcthcr. wc concJudc that KIStcJ.2p fac
tor is rcquircd for phcromonc-stin1ulatcd cxprcssion of 
KIFUSJ. ovcrcxprcssion of .K/STE/2 bypasses pheromonc 
stimulus and K/STE/.:!-activatcd exprcssion of A"/FVSI is 
requirecl for propcr matins of /\. /ac"ti.l· haploid cc:lls. 

3.6. Expr<• ... -.,·itm 0J" tl1C• K/Gpu/<!~~"'· e1/k·h· /Uil,· ta i111/u1·e 
111uti11g e11ul K/Fl./S/ ,._,.,,n· .... · .. o;fr111 ;,, 11 .!.1.Klw<·I~ ... ·1rui11 

As noted above. thc GaQ~JML active allclc induces 
KIFUSJ cxpression and re5torcs 1nating in a á.A.·l_c:J'"' 
strain. Furthcrmorc. KIStc12p is ulso rcquircd for K/Fl."S/ 
induction and n1a1ing. Wc thcn invcstigatcd if thc Ga.
Fusl path\""ªY rcquircs thc KIStcl2p tr-.inscription factor. 
In a diploid forn1ation c:xperimc:nt. we matcd a AKl.~;t<·I:! 
strain cxprcssing. in a multicopy fashion. thc Ga m.:tivc 
allcle~ with u wild-typc tcstcr strain. Thc: KIGpalº~'l'IL sub
unit failcd to restare mating of thc sterilc ~Kú1,•/:! mu
tanl: in addilion. KJGpa.1º291u. also failcd to induce 
KIFVSI transcription in cells lacking. KIStel:!p (not 
shown). Thesc rc."iiuhs indicatc lhat thc KIGpal subunit 
and KJStcl2p participatc in thc samc mo:lling pathway 
and that KIFl.lSI expression is ncaivalcd by this phcro
n1onc response systcm. 
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Cultures of cdls co:irrying 1hc active forn1 of the Ga 
subunit KIGpn P,,~,si. show incrcascd percenrngcs of un
buJJing \:Clls. compari:J lo conlrol c~lls t55'}:, vs. 30'~·:,): 

howcvc.r. thcy ;;uc still •Lblc h> divide. Clo='C micro~..:.,pic 
examination rcvcal.:d a !Ullall propor1ion of cclls "•ith 
abcrrant 1norphology. Sorne of thcse cclls re."iiemble thc 
wcll charac1crizcJ 'shmoo· morphology of S. ,·~rt·•·io;ill,~ 

cclls activatcd for rnaling by cithcr phcrornonc trc:.Ltrncnt. 
Gcx innctivation or ovcrcxprcssion of GP. subunit (J6J. \Ve 
dctcrmineJ thc prcscncc :1ncJ distribution of KIFusl p in 
cclls cxprc:ssing thc KIGpalV~>SL subunit by mc:ans uf 
thc Fusl-GFP fusion protcin. Fig. -' shO\.\.ºS that fluorc:s
ccncc accumulatcs in a ring p:.Utcrn in budding cclls. whilc 
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Fig . ..a. Dis1ribU1ion of KIFuslp measuttd by mei.ans of KJFusl-GFP fu. 
3olOn. Cclls colransfeclC'd wilh YEpKDGpa1• (KIGpaJQ2'ML) 0&nd 
pKIF'u:itl·GFP wcrc grown un1il mid·cJl.poncnt1al phasc in sclcctivc mc
Jium for plasmids. washcd IWM:C. collec.:tcd and fi1cJ for cxaminouion. 
Pii:tures wcrc ccncratcd by confocal n\K:ro~opy. 

ccJls thnt show an clongatcd form clearly accumulatc fluo
resccncc in thc projection. suggcsting difTcrcntial distribu
tion of Fus 1 p in ceJJs in diffcrcnt stagcs of dcvclopmcnt for 
mating. This last obscrvation. togcthcr with thc cffcct that 
disruption of thc Klf11s/ gene has on n1ating. strongly sug
gcsts thnt thc KIFuslp participatcs in mcmbranc fusion of 
K. lacris haploid cclls. 

..a. Discussion 

In thc prcscnt ·work we show cvidcncc of a protcin re
quircd for proper mating. whosc cxprcssion is induccd by 
thc phcromone response pathwuy of K. ·1acris. From thc 
structural point of vicw. KIFuslp shows a sccondary 
structurc similar to ScFusl p. cvcn though the identity of 
thc ~1n1ino acid scqucnccs bctwccn thcsc two protcins is 
lo\\•. As well as ScFuslp. thc primary structure ofKIFuslp 
predicts a mcmbranc protcin with a single plasma mcm
hranc-spnnning scgmcnl. leading to an amino-tcrminus 
that f;1ccs lhc pcriplasm and a long .:arboxy-tcrminus 
pointinj; to 1hc cytopl;.1sn1ic sidc . .r\.llhough no significant 
honu1logy was found in thc :unino-tcrnünus of thc 
KJ Fus 1 p and ScFus 1 p protcins. thc prcscncc of a numbcr 
of Sl.!rinc and thrconinc rcsiducs in thc amíno-tcrminus of 
KJFusl p suggcsts that this protcin n1ay also be glycosylat
cd and projcctcd to thc pcriph1sn1ic sp.acc. likc ScFusl p 
{31 J. Thc highcst idcntily bet\vccn bolh protcins was found 
in thrcc rcgions. \\.0 hich lay in thc cytoplasn1ic portions. 
Onc is locatcd within KIFuslp rcsiducs .104-.1~7. thc scc
ond within rcsidues 270-286 ¡tnd thc third at thc vcry last 
60 rcsiducs of thc carboxy-tcrminus. This last rcs;ion ap-

pears to contain an SH3 domain (37) characreristic of 441 
motifs involvcd in protcin-protcin intcrac1ions of molc-
cules that participate in control of cytoskelctal organiza-
tion (38). Auoresccnce detcrmina1ion of KIFusl-GFP fu-
sions suggests that the nativc protcin localizes in thc -'45 
plasma mcmbranc in mating-activatcd cetls and movcs to ""46 
thc cell projcction in clongatcd cclls. In the light of cx
pression expcrimcnts and thc phenotype of thc Klfusl mu

447 
448 
449 
450 
451 

tant. this Jast observation is in agrcemcnt with the pro· 
·poscd role of the Fus J protein in cclJ conjugation. 

The phcromone response in S. L·erci•isiac is initiatcd by 
interaction bctween cxtracellular phcromone molcculcs ..is~ 
and the phcromone receptor. Transduction of this signal 453 
occurs in conjunction with a G protein couplcd to thc 454 
receptor. Thc GJJy moiety of thc G protein transduccs 455 

456 
457 
458 

the signal to a MAP kinase module. Thc output of thc 
mating pathway involves ceJJ cycle arrcst due to inhibition 
of cyclin activity through Farl p. and a variety of ccll 
changes. including synthesis of the Fusl protein thal facil
itates ccll~ll adhcsior1 prior lo mating. Fuslp is a mcm
bcr of the set of genes induced al thc transcriptional leve) 
by sexual phcromone [39]. Cell fusion is Jikcly to be medi
ated by vcsiclcs that becomc clustcred and aligncd across 
the zone of cell fusion. In S. cerevisiae. FusJ p appcars to 
be important in localizing the vesiclcs to thc zonc of cell 
fusion (40). Consistcnt with its role. inactivation of 
ScFuslp rcsults in dcfcctivc haploid mating and diploid 
formation. Fuslp-deficicnt mutants show only modcratc 
mating impainncnt whcn the two mating partncrs harbor 
the mutated allclc and this dcfect is practically impercep
tible in crosses bctween a wild-type strain and onc JU.si 
partncr [ 17). This obscrvation could be cxplaincd by thc 
fact that therc are sevcral othcr genes involvcd in thc ccJJ 
fusion process that can take over lhc Jack of thc Fus l 
protcin. For ex.ample. it has bcen shown that cxprcssion 
of FUSJ partially supprcsscs fiLS2 mutant and exprcssion 
of FUS2 partially supprcsscsfusl mutant (17). as wcll as a 
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461 
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464 
465 
466 
467 
468 
469 
470 
471 
47.1 
473 
474 
475 
476 
477 

numbcr of othcr fusion-dcfcctivc mutants (40). Hcrc wc 478 
describcd that thc mating dcfcct of thc S. cere••isiae jiu;/ 479 

480 
481 

mutant is significantly reverscd by cxpression of K/FUSI. 
strongly suggcsting that this Jattcr prolcin might havc un 
cquivalcnt role in the cell conjugation proccss of K.. luetis 48~ 
to that of ScFusl p in S. ,·ere••isiae. Simih1r to S. ,·crel'fa·iue. 483 
inactivation of the Klfusl gene significanlfy afTccts mating,. 48...J 
not only whcn both mating: parents harbor mut:ucd al- ..¡g5 
lcles. but also bctwccn wild-type and jusi parcnts. Still. 486 
in thcsc Jattcr crosscs diploid formation occurs sug:gcsting 487 
tha1. nmtlogous to what happcns in S. ,·ert•1·i~·;u,~. sorne 48!'\ 
othcr (as yet) unidentificd gene products might be par1ic- 489 
ipating in thc cell fusion proccss in K. lacris. In fac1. a ..¡~.m 
scqucncc rclatcd to ScFUS2 CEMBL acccssion nun1bcr 491 
AL430197) was identificd by thc random scqucncing: proj- ...J91 
cct of thc K. lacris g:cnomc [22). Thus. functiomll rcdun- 49:t 
dancy bctwccn KIFUSJ and the pulativc KIFUS2 n1ig:ht be ...J94 
cxpectcd. likc that observcd with thcir S. cere••isiat.• coun- 495 
tcrparts. "Iñc fact that thc K. lactis and S. cere•·isiae ,ge- 496 
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nomcs show similar dcgrccs of" gene rcdundancy [41) sup
ports this lattcr hypothcsis. 

Thc componcnts of thc phcromonc response pathway 
that rcgulatc mating in K. lacris havc just startcd to be 
idcntificd. This mating: pathway is positivcly controllcd by 
thc Gcx. subunit of the hctcrotrimcric G protcin [20]. Mu
tants dcfcctivc in thc KIGpal subunit mate ata lower lcvcl 
than wild-typc cclls and dominant active alleles triggcr 
conjugation of haploid cclls. Thc active signaling role 
playcd by thc Opa 1 p subunit is in contrast to S. cerevisiae 
whcrc the GJly dimcr signals mating {3] and is analogous 
to the role that Gpalp subunit plays in S. pon1hc [42.43]. 
Hcrc wc havc shown that a mutant dcfcctive in KIFuslp is 
defcctive in mating. that an active allclc of Ga induces 
K/Fusl cxprcssion and mating: and that the K1Stel2 pro
tcin is rcquircd for both mating and K/Fusl induction. The 
above obscrvations sustain the modcl that mating phcro
·monc stimulatcs a path·way whcrc a prcdictcd receptor 
ac1iv:.llcs a G protcin .. the ac1ivated Gcx. subunit in turn 
1ransduccs the mating signal and induces expression of 
genes rcquircd for mating. i.e .• KIFUSI. via thc KIStc12p 
transéription ac1ivator. Whcthcr GJl and/or Gy subunits 
are in1plicatcd in this systcms or KIGpa 1 p functions as 
solo·· Ga. subunit. similar to small GTP binding protcins 
such as Ras. remains to be invcstigatcd. In thc way to 
elucida.te novel protcin rclationships in thc hctcrotrimcric 
G protein-1ncdiatcd iransduction pathways in K.. lacris. 
this report shows that KIFuslp is nn invaluable tool as 
rcporter gene for thc pheromonc response pathway. 
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