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Abreviaturas 

5-FOA Ácido 5-Fluoroórtico 

AMP Adenosín Monofosfato 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DNA Ácido Desoxirribunocleico 
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GFP Proteína verde fluorescente 
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Kbp Kilopares de bases 
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MAPK MAP cinasas. 

mi Mililitros 
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PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PEG Polietilén Glicol 

RNA Ácido Ribonucleico 

SD Medio mínimo para levadura 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

Tm Temperatura Media 

YPD Medio rico para levadura 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae. 

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) es un hongo unicelular que puede existir de forma 

estable como células haploides (que contienen una copia de cada cromosoma), o como células 

diploides (con dos copias de cada cromosoma). Existen dos tipos de células haploides, las células 

de sexo a y las células de sexo a . Las células de los dos sexos son morfológicamente idénticas, y 

sólo se diferencian por la expresión de genes sexo específicos. Tanto las células haploides como 

las diploides tienen un crecimiento vegetativo en el cual se reproducen por gemación. Sólo cuando 

se encuentran en el medio dos células del sexo contrario se reproducen sexualmente. Esta forma 

de reproducción se divide en dos partes, la conjugación y la esporulación1 (Figura 1). 

La conjugación se inicia cuando una célula secreta al medio una feromona, ya sea factor a o 

factor a según el sexo. Esta feromona se une a un receptor específico para ese factor, lo activa y 

de esta forma se inicia la transducción de la señal, que tiene como consecuencia la formación de 

células diploides. El primer evento en la célula estimulada es la interrupción del ciclo celular en la 

fase G1, que causa el crecimiento de proyecciones en el sitio donde se encuentra la mayor 

concentración de feromona, dando origen a una forma característica de las levaduras llamada 

"shmoo" 1
. Después de fusionar las membranas citoplasmáticas y los núcleos, las dos células 

forman diploides. 

Las células diploides pueden permanecer así de manera estable. Sólo en condiciones con 

fuentes pobres de carbono y/o bajo privación de fuentes de nitrógeno, los diploides entran en 
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meiosis y forman esporas. El proceso de esporulación termina con la formación de ascas, y cada 

una de ellas contiene cuatro ascosporas haploides, dos de sexo a y dos de sexo a completando el 

ciclo celular de la levadura. 

Figura l. Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae. 

1.2. Transducción de la señal del sistema de respuesta a feromona de S. cerevisiae. 

Para que dos células haploides de diferente sexo puedan llevar a cabo la conjugación, se 

requiere de la activación del sistema de respuesta a feromona. Los elementos que participan en 

este sistema y en su función están bien caracterizados en S. cerevisiae este es un buen modelo 

para el estudio de la transducción de las señales mediada por los receptor de siete dominios 

transmembranales acoplados a proteína G 213
• 
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Las células haploides expresan receptores para la feromona del sexo contrario, la proteína 

ScSte2p es el receptor de la feromona a y la proteína ScSte3p es el receptor de la feromona a. 

Estos son proteínas de membrana que se encuentran acopladas a una proteína G heterotrimérica. 

El heterotrímero se compone de una subunidad Ga, codificada por el gen GPAl, y un dímero 

formado por G~ y Gy que se codifican por los genes STE4 y STE18, respectivamente. Una vez que 

la feromona se une al receptor del sexo contrario, se induce un cambio conformacional en el 

receptor que produce el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga y ésta, a su vez, se 

disocia del dímero G~y . Esta señal persiste hasta que el GTP es hidrolizado a GDP y las 

subunidades se vuelven a asociar. La afinidad de Gpa1ª' p por Ste4Pp/Ste18Yp depende de su unión 

a una molécula de GDP, esto es, sólo cuando Gpa1ª ' tiene unida una molécula de GDP es afín por 

G~y . La liberación de G~y activa la señal por medio de varias moléculas efectoras, como la proteína 

Farlp (adaptadora de Cdc24), la cinasa Ste20p y la proteína de andamiaje Ste5p, para iniciar con 

las dos últimas una cascada de fosforilación de cinasas de la familia MAPK (Stel lp, Ste7p y 

Fus3p ). La fosforilación de estas cinasas tiene como consecuencia la activación del factor 

transcripcional Ste12p que reconoce la secuencia denominada PRE ("Pheromone Response 

Element") presente en la región promotora de los genes de respuesta a feromona los cuales son 

necesarios para la conjugación 2
'
3 Figura 2. 

Aún cuando el sistema de respuesta a feromona se ha estudiado ampliamente en S. 

cerevisiae, este sistema se conoce muy poco en otras levaduras pertenecientes a los ascomycetes. 

En nuestro laboratorio estamos interesados en conocer este sistema en la levadura Kluyveromyces 

lactis (K. /actis), ya que hemos encontrado algunas diferencias interesantes en el funcionamiento 

de éste sistema entre estas dos levaduras. 
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Figura 2. Esquema de la cascada de señalización del sistema de respuesta a feromona de la levadura S. cerevisiae. 

1.3. Diferencias en el sistema de respuesta a feromona de S. cerevisiae y K. lactis. 

K. /actís es una levadura petit negativa, esto es, incapaz de crecer en ausencia de oxígeno 

con sustratos fermentables. A diferencia de S. cerevísíae, esta levadura es esencialmente 

aeróbica4
• Fisiológicamente, el proceso de conjugación sexual de estas dos levaduras se lleva a 

cabo de manera semejante. Como S. cerevísíae K. /actís también presenta dos tipos celulares 

denominados a y a 4 y, las células de tipo a producen un factor sexual a 5 y se piensa que las 

células a también secretan un factor de tipo a que actúa en células del sexo contrario. En el 
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laboratorio tenemos evidencias de que estas feromonas se secretan al medio como sucede en S. 

cerevisiae 6
, ya que al exponer cultivos celulares de un sexo con filtrados de un medio de cultivo 

del sexo contrario crecido a saturación, el ciclo celular se interrumpe y las células se arrestan en 

fase Gi. 

En el laboratorio hemos estudiado el papel que juega KIGpa1 ª 1p, que actúa como una 

proteína activadora de la señal, ya que las levaduras mutantes LJK/gpa1ª1 son incapaces de formar 

células diploides cuando se hacen ensayos de apareamiento con células del sexo contrario 7
. Las 

mutantes LJK!ste4 !3, son también incapaces de aparearse, lo que nos indica que el papel que 

juegan las subunidades Gp y Ga de la proteína G heterotrimérica en el sistema de respuesta a 

feromona de K. lactis es indispensable. En contraste, en S. cerevisiae las mutantes LJScgpa/ 1 

sufren interrupción del ciclo celular en fase Gi. Esto sugiere que la subunidad Ga actua como un 

regulador negativo de las subunidades Gpy. Recientemente demostramos que el factor de 

transcripción KISte12p participa en este sistema, ya que mutantes LJK/ste12 producen un fenotipo 

de esterilidad. Además, demostramos que este factor es necesario para la transcripción de genes 

que se requieren para la fusión celular como KIFUSl. Esta vía esta regulada positivamente por la 

activación de la subunidad Ga 8 Figura 3. 

A la fecha hemos identificado y descrito las proteínas que participan en la activación del 

sistema de respuesta a feromona de K. lactis pero, sin embargo, todavía no conocemos a los 

receptores que reciben la señal del medio y que son los encargados de activarlo. 
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Figura 3. Esquema de la cascada de señalización del sistema de respuesta a feromona de la levadura K. /actis con los 
elementos que hasta el momento se conocen, hipotetizando la existencia de un receptor KISte3p. 

1.4. Regulación de genes sexo-específicos del sistema de respuesta a feromona de S. 

cerevisiae y K. lactis. 

En S. cerevisiae, los genes que determinan el sexo de las células haploides se encuentran 

codificados en dos alelos del locus MAT. MATa codifica dos proteínas, Mata lp y Mata2p. Mata lp 

junto con la proteína Mcmlp, que se expresa constitutivamente, activa a los genes que son 

específicos de a, como la feromona a y el receptor para la feromona a, ScSTE3p. MATa2 codifica 

una proteína represora que, junto con Mcmlp, Tuplp y Ssn6p, reprime la expresión de genes 
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específicos de células a, tales como el receptor de la feromona a, ScSte2p y la feromona a. 

Cuando se el iminan los genes MATal y MATa2 en células a, éstas se comportan como si fueran 

células del sexo a, ya que estos genes se expresan constitutivamente y los genes específicos de a 

no se transcriben. El MATa tiene dos marcos abiertos de lectura, pero sólo a MATal se le ha 

encontrado un papel biológico. Matalp no tiene función en células haploides, pero en células 

diploides junto con Mata2p forma un complejo represor que evita la expresión de genes sexo 

específico como los que participan en el sistema de respuesta a feromona 9
. Figura 4. 

Al igual que S. cerevisiae, K. lactis tiene dos tipos celulares, a y a, que se determinan por el 

locus MAT y que al conjugarse forman células diploides a/a. Este locus es importante para 

mantener el sexo en las levaduras. El locus MATa de K. lactis codifica para tres genes MATal y 

MATa2, homólogos a los de S. cerevisiae, mientras que MATa3 parece tener un papel en este 

evento, pero dependiente de MATa l 10
. 
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Figura 4. Control de los genes sexo-específicos. En los tres paneles se muestran las proteínas reguladoras codificadas 
en el locus MAT(Matalp, Mata2p y Matalp-Mata2p), que controlan la transcripción de los genes específicos (GSa, 
genes específicos de a; GSa, genes específicos de a; y GEH, genes específicos haploides). La transcripción se indica 
con las líneas quebradas. Las flechas indican estimulación, y las líneas indican inhibición. RME es un gen específico de 
células haploides cuyo producto inh ibe la iniciación de la meiosis. 
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1.5. Receptores para feromona en la levadura S. cerevisiae. 

En la conjugación sexual de las células haploides a y a de S. cerevisiae participan 

receptores de siete dominios transmembranales. Estos receptores son los responsables de 

identificar y localizar a las células del sexo contrario para llevar a cabo la conjugación. Las células 

a secretan al medio el factor a , que es un péptido de 13 residuos, mientras que las células a 

secretan el factor a, que consta de un péptido de 12 aminoácidos modificado post­

traduccionalmente con la adición de un grupo farnesil en el extremo carboxilo terminal. El receptor 

del factor a , ScSte2p, se encuentra en la superficie de las células a, donde detecta al factor a y, 

por lo tanto, a las células del sexo contrario. A su vez, ScSte3p, el receptor del factor a localizado 

en células a , detecta al factor a de las células a vecinas 11
'
12

. 

Estos receptores están acoplados a una proteína G heterotrimérica, que es activada por la 

unión del ligando, encendiendo de esta forma la vía de transducción de la señal que tiene como 

resultado la inducción de genes específicos de la conjugación sexual. Estos genes provocan la 

interrupción del ciclo celular en la fase Gi y alteran la morfología de la célula, culminando en la 

fusión celular y nuclear de las dos células 2
• 

Los receptores para feromona de S. cerevisiae pertenecen a la familia de receptores de siete 

dominios transmembranales acoplados a proteína G. Esta familia se caracteriza por tener el 

extremo amino terminal en la parte extracelular, cruzar siete veces la membrana plasmática para 

formar tres asas extracelulares y tres asas intracelulares y tener el extremo carboxilo terminal en el 

citoplasma 13
. 
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El acoplamiento de estos receptores a la proteína G heterotrimérica ocurre por medio de su 

tercer asa intracelular y cuentan con un extremo carboxilo terminal relativamente largo, que a 

pesar de ser dispensable para la unión del ligando y el acoplamiento de la proteína G 

heterotrimérica, es esencial para llevar a cabo las funciones reguladoras, tales como la activación 

de la proteína G 14
, la desensibilización 15 y la endocitosis 16

. 

Aunque los dos receptores para la feromona no son similares en su secuencia, ambos 

activan la misma vía de transducción de señal. Además, la regulación de los dos receptores parece 

ser similar, al menos a grandes rasgos. Ambos receptores son fosforilados en el extremo carboxilo 

terminal, y el número de fosforilaciones aumenta después de que se activa el sistema. También, 

ambos receptores están sujetos a dos formas de endocitosis mediada por ubiquitina en el extremo 

carboxilo terminal: una constitutiva (independiente de la unión del ligando) y una dependiente de 

la unión de la feromona 17
'
18

'
12

• La única diferencia que se ha encontrado en la fosforilación del 

extremo carboxilo terminal de estos dos receptores consiste en que la fosforilación de ScSte2p no 

depende de ninguna de las cinasas de la cascada de señalización, y que la fosforilación de ScSte3p 

es dependiente de una de las últimas cinasas de la cascada, que es Fus3p 12
• 
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2. OBJETIVO 

Objetivo Principal 

Determinar el papel que desempeña el gen KISTEJ de Kluyveromyces lactis en el sistema de 

respuesta a feromona. 

Objetivos Específicos 

Clonar el gen KISTEJ. 

Definir si el gen KISTEJ corresponde a la familia de genes sexo específicos 

Identificar si existe interacción de la proteína KISte3p con las subunidades a y p de la 

proteína G heterotrimérica. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Cepas 

Las cepas utilizadas para realizar este trabajo fueron: 

Escherichia coli: DH5a. supE44 Li/acU169(~80 lacZLiM15) hsc!K17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 re/Al 

Gm33. ).,-in (rrnD-rrnE)l danr3 sup-85 

Saccharomyces cerevisiae W303-A. MATa, adel, uraJ, hisJ, leu2, trpl. 

Kluyveromyces lactis. 155. MATa, ade2/ hisJ/ uraJ. 

12/8.MATa, /ysA/ uraJ/ argA. 

LiKlste3-155 MATa, LiK/ste3::URA3, ade2/ hisJ. 

LiK/ste3-12/8 MATa, LiKlste3::URA3, /ysA/ argA. 

12/8.MATa, LiKlste3, STE3-GFP::URA3, /ysA/ argA. 

3.2. Técnicas de DNA recombinante 

Los métodos convencionales de DNA recombinante y extracción de DNA utilizados en este 

trabajo se encuentran reportados por Sambrook, J. 19
. Para la producción y mantenimiento de los 

plásmidos se utilizó la cepa DH5a de E coli (véase Cepas), con la excepción de la construcción 

para la interrupción del gen que se utilizó la cepa Gm33 que es deficiente en la metilación de 

14 



adenina, y así la enzima de restricción Bel!, que es sensible a metilación, pudo cortar el plásmido 

para linearizarlo. 

3.3. Amplificación de fragmentos de DNA por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa 

El fragmento del gen KISTE3 (KISTE3-761) descrito en este trabajo, se obtuvo mediante la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los protocolos descritos por 

Dieffenbach 20
• Se utilizaron cebadores específicos diseñados a partir de la secuencia a amplificar, 

utilizando como templado el DNA genómico extraído de la cepa silvestre 155 de K. lactis. Los 

oligonucleótidos para amplificar el fragmento fueron: de la posición +258 a +274 

5TGTTGCCAATATCGCAT3' y de la posición +999 a +982 5TGGGCGTAATTGTCCTG3'. La Tm 

calculada para los dos oligonucleótidos fue de 50ºC (se determinó utilizando el programa 

Restriction Map vl.O). La temperatura de "annealing" utilizada fue de 50ºC. El tiempo de 

elongación fue de un minuto y se realizaron 30 ciclos. Se probó una curva con diferentes 

concentraciones de Mg++ (O, 1, 2, 4 y 8 mM), y se seleccionó 2mM porque produjo el producto 

más puro. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %. 

3.4. Clonación del gen KISTE3 

Con esta secuencia de 1035 pares de bases, se diseñaron un par de oligonucleótidos con los 

cuales se amplificó por PCR un fragmento de 761 pares de bases, utilizando DNA cromosomal de 
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K. lactis. Dicho fragmento codifica 253 aminoácidos los cuales tienen identidad del 62% con 

ScSte3p 21
. El fragmento de 761 pares de bases se utilizó como sonda en una hibridización tipo 

"Southern", para la cual, se digirió DNA genómico con las enzimas de restricción BamHI, EcoRI, 

Hindi!!, Xbal y Pstl La digestión con EcoRI mostró un fragmento de entre 2 y 3.5 kilopares de 

bases (Ver Resultados). El DNA digerido con esta enzima, se utilizó para generar un banco 

genómico. El cual fue analizado por hibridación en colonia. Se obtuvo una colonia positiva la cual 

se secuenció. 

3.5. Purificación del DNA 

La purificación de DNA de los plásmidos utilizados se realizó con el kit QUIAprepMR siguiendo 

las especificaciones del fabricante, a excepción del utilizado para los análisis con endonucleasas de 

restricción, que se prepararon con la técnica de extracción rápida por "TENS-Miniprep" 22
• 

El DNA genómico de las levaduras se extrajo siguiendo la técnica de QTP 23
. La purificación 

de DNA contenido en geles de agarosa se hizo mediante el kit "GenecleanMR,, siguiendo las 

especificaciones del fabricante. 

3.6. Purificación de RNA de levadura 

La extracción de RNA total de levaduras se hizo siguiendo el protocolo de extracción con 

fenol caliente 24
. 

16 



3.7. Hibridaciones: "Southern blot" y "Northern blot" 

Los geles de DNA y RNA, fueron transferidos a una membrana de nylon y puestos a hibridar 

con fragmentos de DNA específicos para cada prueba marcados con [32P]adCTP La sonda fue 

marcada con el kit de marcaje con oligonucleóticos unidos al azar (Gibco BRL). Las hibridaciones 

se llevaron a cabo durante toda la noche a 55ºC y se lavaron tres veces con SSC lX (SSC lX es 

NaCI 0.15M y Citrato de Sodio 0.015M)-0.5% de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 65ºC durante 15 

minutos. 

3.8. Construcciones 

Interrupción del gen KISTEJ: Esta construcción se realizó con el fragmento KISTE3-761 de 

761 pares de bases que se amplificó a partir de la secuencia reportada en el GenBank. Se clonó en 

el vector para interrupción de levadura Yip352, que contiene el marcador URA3 (Figura 5 B). Se 

transformaron las cepas 12/8 y 155 (véase cepas), con la construcción linearizada con la enzima 

Bc/J(véase resultados). 

Fusión KISTE3-GFP: Se utilizó el vector de expresión de K. lactis, YEpKD352, para clonar la 

región promotora y el marco abierto de lectura de KISTEJ, hasta el sitio Clal, y se fusionó con la 

proteína GFP, que se tomó a partir del plásmido pGAL-sGFP (amablemente facilitado por la Dra. 

Bertha Michel). Esta fusión fue comprobada por secuenciación para asegurar que se conservaba el 

marco abierto de lectura (Figura 5 C). 
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- - - - -- -
§. s- s- (j s- s- ;el f 

"~r---cn.__l ___ o R-F-de_K_._],_E_3(-13-os__._I_i __ ____.J ___ __._l_r:---········ .·•d 
Promotor KIS'TE3 

(1039 pb) ... ~b 
Sonda para 
hibridación 

tipo south ern 
Sspl/Ssp 1-297 

B) Interrupción del gen KISTE3 

No codif1ca nte 
(493 pb) 

Sonda para 
hibridación 

tipo north ern 
Sspl/Cla 1-34 7 

- - - - -
§. s- s- 'D ~ s- <i §. 

~,------__¡_l _----'-¡¡¡¡f l.:~a·.·;~-[M!lE21§~-::-~:-.•. ::-=---. -:::::--...• - -:-:P.'!!PJIR~M-· -.,,_---'-1 -----'-f __ u,__,,,,I r-::;:_.J 
Promotor KIS'TE3 

(1039 pb) 
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7170 pb 

OR F de K!S'TE3 
(1189 pb) 

SGFP 
(750 pb) 

No codificante 
(493 pb) 

Figura 5. A) Esquema del gen KISTEJ, en este esquema se muestran los sitios de restricción utilizados en el promotor, 
el marco abierto de lectura y la secuencia río abajo del gen. Con las líneas grises se muestran los fragmentos que se 
utilizaron como sonda para las hibridaciones tipo "Northern" y "Southern"; así como el fragmento de PCR (KISTE3-761) 
que se utilizó para la busqueda por tamizaje. B) Esquema de la interrupción del gen KISTE3, donde se muestra donde 
se insertó el módulo con el marcador URA3 de S. cerevisiae. C) Esquema de la fusión KISTE3-GFP. 

Doble híbrido: La construcción pJG4-5-COOHKISte3 se hizo a partir de la clona que contenía 

el gen completo, digerido con la enzima Ssply tomando el fragmento que corresponde al carboxilo 

terminal y se fusionó con el vector pJG4-5. Esta construcción fue secuenciada para comprobar que 

no se perdía el marco abierto de lectura. Las construcciones pEG202-~, pEG202-a2, pJG4-5-~, 

pJG4-5-a1 ya se habían utilizado en el trabajo de Saviñon-Tejeda 7 (Figura 6). 
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Figura 6. Esquema de las construcciones utilizadas para el ensayo de doble híbrido, donde se muestran las 
características de cada plásmido, así como las fusiones que contienen. 

3.9. Transformación de E. coli 

Se prepararon células competentes de E coli según el protocolo de transformación de alta 

eficiencia 25
. Las células Gm33 se transformaron con el método de cloruro de calcio 19

• 
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3.10. Transformación de levaduras. 

Se utilizó el método de LiOAc/PEG/DMSO para la transformación de levaduras 26 y se 

seleccionaron las células transformadas en medio mínimo SD (0.67% de base nitrogenada de 

levadura sin aminoácidos (Difco) y 2% de glucosa) con los aminoácidos requeridos. 

3.11. Apareamientos Cualitativos. 

Las células a probar se estriaron en cajas de medio mínimo con los aminoácidos necesarios 

y se incubaron a 30ºC durante 24 horas. La cepa testigo se plaqueó uniformemente en cajas de 

medio rico YPD y se incubaron bajo las mismas condiciones. Posteriormente, las dos cajas fueron 

replicadas por terciopelo en una caja de medio rico YPD a 30ºC durante 12 horas. Finalmente, se 

replicaron las células a una caja de medio mínimo SD, con los aminoácidos necesarios para 

seleccionar diploides. Se crecieron durante 24 horas a 30ºC. 

3.12. Ensayo de doble híbrido 

Se utilizaron las construcciones pEG202-~, pEG202-cx2, pJG4-5-~, pJG4-5-cx1 y pJG4-5-

COOHKISte3 (Figura 6), y el plásmido con el gen reportero pSH18-34 para llevar a cabo el ensayo 

de doble híbrido (Figura 7). Se cotransformaron células de la cepa W 303-lA de S. cerevisiae 

(véase cepas), poniendo un plásmido de cada tipo (pEG202, pJG4-5 y pSH18-34). Se crecieron en 
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cajas de SGal (medio mínimo con galactosa como fuente de carbono) +Ade +Leu con X-Gal, se 

seleccionaron cinco colonias de cada caja y se realizaron ensayos de p-Galactosidasa 27
• 

Lex.A. op (x 4) GAL1-lacZ 

Híbrid o con dominio GA.L4 

~X<: 
Do minio de unión :1 a DNA LexA __ .. ._ ________ _ 

Le xA o p (x 4) GAL 1-lacZ 

,-1'/ D ornin io ác ido B.A. 

~Región de activació n LexA 

Le x.A. op (x 4) G.A.L 1- lacZ 

1 nteracción entre los híbridos re ca nstituyen la actividad LexA 

Le x.A. op (x 4) GAL1-la cZ 

Figura 7. Esquema del sistema de doble híbrido. Este sistema se hace a partir de una proteína que tiene dominio de 
unión a DNA (LexA) y un dominio ácido (BA) que sirve como activador. Se separa cada dominio de esta proteína y se 
fusiona con alguna de las dos proteínas que se desean probar para medir una posible interacción. Solamente si estas 
dos proteínas interactúan, estarán lo suficientemente cerca para poder activar la expresión del gen reportero 
~-galactosidasa. 

3.13. Eliminación por reparacion del marcador URA3 

Para eliminar el marcador URA3 en la cepa ~K/ste3::URA3 (véase cepas), se utilizó el ácido 

5-fluoroórtico (5-FOA). Se creció la cepa en cajas de medio mínimo con arginina, lisina y uracilo 
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(2mg/ml) y lmg/ml de 5-FOA 28
. Después de haber crecido las colonias se resembraron en medio 

rico YPD, se probaron marcadores y se probó la esterilidad con ensayos de apareamiento. 

3.14. Captura de imágenes en el microscopio confocal. 

Se transformaron las diferentes cepas con la construcción YEpKD-KISTE3-GFP y se crecieron 

durante 24 horas en lOml de medio mínimo en presencia de los aminoácidos requeridos. Se 

lavaron 3 veces con agua estéril y se resuspendieron en 1 mi de agua. Para su montaje en cada 

laminilla se tomaron SµI de cada muestra y 5µ1 de medio de montaje para fluorescencia (DAKO® 

fluorescent mounting medium, DAKO Cytomation). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Clonación del gen KISTE3 

Se sabe que el gen ScSTEJ de S. cerevisiae está involucrado en el sistema de respuesta a 

feromona y que codifica para el receptor de la feromona a, expresandose sólo en las células de 

sexo a. Recientemente, se reportó en el GenBank una secuencia de Kluyveromyces lactis 

(AL428261) 29 que tiene un 52.6% de identidad con el marco abierto de lectura YKL178c de S. 

cerevisiae, que codifica la proteína ScSte3p 29
• Esta secuencia se utilizó como sonda en una 

hibridación tipo "Southern" con DNA genómico de K. lactis. Con base al fragmento que hibridizó se 

generó un banco genómico (ver Materiales y Métodos) Figura 8. Se obtuvo una colonia positiva 

que fue secuenciada. 

Ec:CJfU 

- 3 ,530p b 
- 2,030p b 

A B 

Susqueda por 
tamizaJe 

e 
Figura 8. A) Gel e hibridación tipo southern de DNA Genómico de K. lactis para identificar el gen KISTEJ. B) 
Transformantes obtenidas a partir del minibanco de DNA genómico obtenido a partir de digestiones de DNA genómico 
de K. /actis con la enzima EcoRI. C) Colonia positiva en la búsqueda por tamizaje con el minibanco 

23 



4.2. Análisis de la secuencia de KISTE3 

La secuencia del gen muestra un marco abierto de lectura de 1308 pares de bases, que 

codifica una proteína de 435 aminoácidos, con un peso hipotético de 50.07 kDa. La clona 

contiene también una región de 1076 pares de bases corriente arriba la cual seguramente contiene 

la región promotora. Se sabe que el receptor ScSte3p pertenece a la familia de receptores de siete 

dominios transmembranales acoplados a una proteína G, por lo que analizamos la secuencia con el 

programa TMpred 23 para saber si KISte3p contenía cruces transmembranales. El programa predijo 

siete cruces transmembranales, que se muestran en la Figura 9. 
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Figura 9. Parte de la secuencia de la clona que contiene el gen KISTE3 donde se muestra el marco abierto de lectura 
de la proteína. En rojo se muestra el ATG inicial y los aminoácidos subrayados y en negritas muestran los cruces 
transmembranales predichos con el programa Tmpred. 
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La secuencia se alineó con ScSTEJ de Saccharomyces cerevisiae y se encontró que tienen 

55.5% de identidad a nivel de nucleótidos y que a nivel de aminoácidos tienen una identidad de 

50.93%. Las regiones transmembranales y la tercer asa citoplásmica son las más conservadas 

entre las dos especies (Figura 10). 

Figura 10. Esquema del receptor KISte3p indicando su posible estructura y los aminoácidos que se conservan entre S. 
cerevisiae y K. /actis. Los aminoácidos en círculos rojos indican los aminoácidos idénticos y los amarillos los que tienen 
propiedades similares. 

4.3. Interrupción del gen KISTE3 

Con el fin de determinar el fenotipo que produce la falta de este gen en las levaduras, 

interrumpimos a KISTEJ en ambos sexos (ver Materiales y Métodos). Se tomaron cinco colonias de 

cada sexo, se crecieron en medio YPD líquido, se extrajo el DNA genómico de cada colonia, y se 

cortó con la enzima de restricción Kpnl, que genera un fragmento de 2867 pares de bases, que 

contiene todo el gen y parte del promotor. Se utilizó como sonda el fragmento Sspl/Sspl-297 

(Figura 5). En la cepa silvestre encontramos una banda de 2867 pares de bases, y en las colonias 

interrumpidas la suma del vector (4303 pares de bases) y el fragmento Kpnl/Kpnl que son 7170 

pares de bases (Figura 11). 
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Figura 11. Hibridación tipo Southern para identificar las clonas que contenían la construcción para interrumpir el gen 
KISTE3. En los carriles 1 y 3 se observa el fragmneto de 2867 pares de bases que se encuentra en las cepas silvestres. 
En los carriles 2 y 4 la banda es de 7170 pares de bases, lo que indica que estas colonias tienen integrada la 
construcción y por lo tanto, interrumpido el gen KISTE3. 

4.4. Fenotipo de la mutante LJK/ste3 

En 5. cerevisiae, la falta de ScSTEJ en las células de sexo a, causa la esterilidad de éstas, 

ya que son incapaces de percibir en el medio a la feromona a y la cascada de señalización nunca 

se inicia 30
. Por lo anterior, decidimos ver si en K. lactis sucedía algo semejante. Para saber si 

KISTEJ esta involucrado en el sistema de respuesta a feromona y, además, si también es sexo 

específico como en S. cerevisiae, se realizaron ensayos de apareamiento con las células iJK/steJ de 

ambos sexos. Observamos que la cepa 12/8 (tipificada como MATa), al tener interrumpido el gen 

KISTEJ, es incapaz de aparearse (Figura 128). Por otro lado, la cepa 155 (tipificada como MATa) 
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no tiene ningún fenotipo en el apareamiento, lo que indica que esta cepa no necesita este receptor 

para aparearse (Figura 12A). 

155 :MAT o: ade2 his:3 ura3 
12/8 MAT a lls2 arg1 urn3 

A) 155 (.ó.Klste3:: URA3) 

Ha¡:foides Diploides Haploides Di~oides 

Figura 12. Ensayo de apareamiento con cepas de ambos sexos con el gen KISTE3 interrumpido. 

4.5. Expresión del gen KISTE3 

Para determinar si la expresión del mensajero es específica de la cepa 12/8, se realizó una 

hibridación tipo "Northern", con el RNA de las cepas interrumpidas y silvestres, de ambos sexos. Se 

utilizó como sonda el fragmento Sspl/Clal-347 (Figura 5). Como se muestra en la figura 13, la 

única cepa que expresa el mensajero es la 12/8 silvestre, siendo este de un peso aproximado de 

1.35 Kpb. 
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Figura 13. Hibridación tipo Northern con las cepas silvestres e interrumpidas en el gen KISTE3 de ambos sexos, para 
identificar las cepas que expresan el mensajero. En los carriles 2 y 4 se corrió el RNA total de las cepas silvestres y en 
los carriles 1 y 3 de las células ó.Klste3. Como podemos ver el único carril que dio positivo en la hibridación fue el 2 lo 
que nos indica que KISTE3 es un gen sexo específico. 

4.6. Fusión del gen KISTE3y la proteína verde fluorescente (GFP) 

Con el objetivo de localizar en la célula al receptor KISte3p, se hizo una fusión traduccional 

entre KISte3p y la proteína verde fluorescente para analizar las células transformantes con esta 

construcción en el microscopio confocal. Se transformó la cepa i1Klste3-12/8 (previamente tratadas 

con 5-FOA), con la construcción YEpKD-KISte3-GFP que contiene el marcador URA3. Esta fusión 

contiene toda la proteína KISte3p a excepción de los 33 últimos aminoácidos del carboxilo terminal, 

que fueron sustituidos por la GFP (Figura 5). Hicimos un ensayo de apareamiento para saber si se 

podía recuperar el fenotipo y observamos que las células transformadas fueron capaces de 

aparearse como ocurre con la cepa silvestre (Figura 14). Posteriormente, las células transformadas 

se fijaron y se analizaron en el microscopio confocal, y pudimos observar en algunas células, que 

la fluorescencia se localiza en la membrana plasmática (Figura 15). 
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Figura 14. Ensayo de apareamiento de la cepa 12/8 con el gen KISTE3 interrumpido y reconstituido con el plásmido 
que contiene la fusión del receptor KISTE3-GFP. 

Figura 15. Imagen del microscopio confocal de una célula gemante de la cepa 12/8 que muestra la expresión de la 
proteína de fusión KISTE3-GFP en la membrana plasmática. 

4.7. Interacciones del carboxilo terminal de KISte3p 

Con el antecedente de que el extremo carboxilo terminal de ScSte2p de S. cerevisiae 

interactúa con las subunidades ScSte4Gi3p y ScGpa1ª1p de la proteína G heterotrimérica 14 con el 

fin de investigar si con K1Ste3p sucedía algo semejante, se utilizó el ensayo del doble híbrido 

(Figura 7), para medir las interacciones del carboxilo terminal de KISte3p, que contiene la región 
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del receptor en los últimos 151 aminoácidos del receptor. Es importante recalcar que esta región 

de acuerdo al programa de predicción de cruces transmembranales no cruza la membrana y se 

localiza en el citoplásma (Figura 9). Se midió la asociación entre el extremo carboxilo terminal de 

K1Ste3 con las subunidades KIGpa1 Gai p y KISte4G0p de la proteína G heterotrimérica, la subunidad 

KIGpa2Gª2p la cual participa en la regulación de los niveles de AMP cíclico de la célula, 31 y la 

proteína endoquitinasa que se utilizó como control negativo. Se midió la expresión del reportero 

~-Galactosidasa. Los resultados se muestran en la Tabla l. 

Dominio de Unión a Dominio de Actividad de 
DNA activación ~-Ga lactosidasa 

Lex A+ BA+ (U/mq/ml) x 10-3 

KISte4G0p KIGpa1Gª 1p 342 ± 40 

KIGpa1Gª 1p COOH-KISte3p 75 ± 9 

KIGpa2Gª2p COOH-KISte3p 19 ± 10 

KISte4G0p COOH-K1Ste3p 2±1 

Endoquitinasa COOH-KISte3p 3 ± 1 

Tabla l. Tabla de resultados del ensayo de 0-Galactosidasa que muestran las proteinas que se utilizaron para medir su 
asociación y los valores del ensayo de actividad de la enzima 0-Galactosidasa. 

Utilizamos como control las subunidades a y ~, ya que Saviñon-Tejeda y colaboradores 

reportaron que hay un alto grado de interacción entre estas dos subunidades 7
. Encontramos que 

no existe interacción entre el carboxilo terminal de KISte3p y KISte4°p. Sin embargo, existe una 

interacción entre KIGpa1ª
1p y el carboxilo terminal de KISte3p, que es mucho mayor que la 

detectada entre el carboxilo y KIGpa2ª
2p (Gráfica 1). 
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o Beta/COOHKISte3 

O M a2/COOHKISte3 

• Alfa/COOHKISte3 

o Alfa/Beta 

Gráfica l. Actividad específica de ~-Galactosidasa, donde se muestra el grado de asociación que tiene cada subunidad 
con el extremo carboxilo terminal de KISte3p 
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5. DISCUSIÓN 

El sistema de respuesta a feromona de la levadura K. lactis ha demostrado tener diferencias 

notables en la forma de transducir la señal con respecto a S. cerevisiae. Las diferencias más 

notables están en el papel que juega la proteína G heterotrimérica. En 5. cerevisiae la subunidad 

ScGpat1p tiene un papel inhibitorio en el sistema 32
. Una mutante que no expresa ScGpa1ª' no es 

viable, ya que se detiene el ciclo celular en la fase Gi debido a que las subunidades activadoras, el 

dímero py (Ste4p/Ste18p ), activa el sistema constitutivamente. Por otro lado la pérdida de función 

de los genes Sc5te4 /J o ScStelB r provocan la esterilidad de las células, es decir son incapaces de 

aparearse 33
. En contraste en K. lactis, K/Gpa1ª ' es un activador del sistema ya que la perdida de 

este gen no causa interrupción del ciclo celular, pero sí la esterilidad de las células. Por otro lado, 

la perdida de K!Ste4 /J también impide a las células la formación de diploides. Esto nos indica que 

tanto K/Gpa1ª
1 como K!Ste411 juegan un papel de activación en el sistema de respuesta a feromona. 

El primer elemento de este sistema es un receptor de siete dominios transmembranales. 

Existen dos receptores que son sexo específicos, ScSte2p receptor de la feromona a y ScSte3p 

receptor de la feromona a. Con base en la secuencia de un fragmento del gen de K. lactis 

reportada en el GenBank 29
, la cual presenta una identidad del 62% a ScSte3p, clonamos y 

comparamos el gen KISTEJ con su homólogo de S. cerevisiae. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos del gen KISTEJ muestra que existe una alta 

homología con ScSteJ (50.93% de identidad), siendo las regiones transmembranales y la tercer 

asa citoplásmica, con una similitud del 100% las más conservadas. Por otra parte, el receptor para 

feromona más estudiado es ScSte2p y estudios en este receptor han determinado que el dominio 
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del receptor involucrado en la unión al ligando es la parte extracelular del cuarto cruce 

transmembranal. Los dominios responsables de interaccionar con la proteína G heterotrimérica son 

la primer y tercera asas citoplásmicas, y el segundo y tercer cruces transmembranales 34
• Las 

secuencias primarias entre ScSte2p y ScSte3p tienen una identidad de menos del 20%, sin 

embargo, ambos receptores son capaces de acoplarse y activar a la misma proteína G 

heterotrimérica. Si comparamos la carga de los aminoácidos de las regiones importantes para el 

acoplamiento de la proteína G heterotrimérica por separado, encontramos que las cargas por 

región son semejantes en los dos receptores. La tercer asa citoplásmica del receptor ScSte2p tiene 

más aminoácidos con carga positiva, 35 la secuencia de la tercera asa RSRRFLGLKQFDSFHIL 

contiene cuatro aminoácidos cargados positivamente (aminoácidos subrayados). Se sabe que esta 

asa interacciona con la subunidad a de la proteína G heterotrimérica cuyo extremo carboxilo esta 

cargado negativamente 36
. La secuencia de la tercer asa citoplásmica de ScSte3p tiene un alto 

contenido en aminoáciods cargados positivamente (KKRKDVRDILHCTNSGLNLTRFAR con siete 

aminoácidos cargados positivamente analizando la secuencia de aminoácidos con el programa 

TMpred). En K. lactis, la secuencia de la tercera asa de KISte3p, KKRKDVRDILHCTNSGLNISR 

contiene seis aminoácidos cargados positivamente. Podemos especular que la tercer asa de 

KISte3p tenga una función similar a la de ScSte3p. Por otra parte, las subunidades a de K. lactis y 

S. cerevisiae tienen una similitud del 72% 7 y, aunque no se ha comprobado experimentalmente, 

es muy probable que esta tercer asa citoplásmica del receptor de K. lactis interaccione con 

KIGpat1p, ya sea acoplándose a ella y/o activándola. Tomando en cuenta los antecedentes que se 

tienen de ScSte2p, era de esperarse que las regiones transmembranales del receptor fueran las 

más conservadas, ya que son estos dominios los que se han involucrado en varias funciones del 

receptor, como dimerización, interacción con el ligando y transporte hacia la membrana 

citoplásmica 34
• Además, al ser regiones que se insertan en membrana tienen que ser hidrofóbicas. 
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Por otro lado, el extremo carboxilo terminal de KISte3p es la región menos conservada 

comparándolo con ScSte3p, lo cual puede deberse a que los sistemas funcionan de forma distinta, 

siendo las subunidades KIGpa 1 ª 1 p y K1Ste4f3p de la proteína G heterotrimérica activadoras en el 

sistema de respuesta a feromona en K. lactis. 

En estudios recientes se encontró que ScSte2p contiene en el primer cruce transmembranal 

un dominio GXXXG de la glicoforina A, que es una proteína transmembranal con un sólo cruce que 

forma dímeros por medio de este dominio 37
• Se sabe que este dominio participa en la 

oligomerización de ScSte2p y que varios receptores de siete dominios transmembranales contienen 

este dominio en alguno de sus cruces transmembranales. Mutantes de ScSte2p en esta región no 

tiene defectos en señalización ni en la unión del ligando, pero sí en el transporte del receptor hacia 

la membrana plasmática y en la oligomerización 38
. Si analizamos los cruces transmembranales de 

K1Ste3p encontramos una región semejante al dominio GXXXG en el tercer cruce transmembranal, 

cuya secuencia es IGA~~~VSCAVANIAFNL; esta región del tercer cruce transmembranal de 

KISte3p podría ser el dominio implicado en la oligomerización e importación del receptor a la 

membrana. 

Las células haploides de 5. cerevisiae son MATa o MATa; estos tipos celulares pueden 

aparearse y formar células diploides. El sexo de las levaduras se determina por la expresión de 

alguno de los alelos que se encuentran en el locus MA T. El alelo MATa codifica para dos proteínas: 

Matalp activa la expresión de genes específicos de las células a como el receptor ScSte2p y la 

feromona a y por medio de su unión con la proteína Mcml, y Mata2p reprime la expresión de 

genes necesarios para las células a como el receptor ScSte3p y la feromona a. El alelo MATa 

codifica para la proteína Matalp que junto con MATa2 forma un complejo represor en células 
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diploides y de esta manera evita la expresión de genes que son específicos de células haploides 9
. 

Lo anterior indica que existen una serie de genes sexo específicos y también genes específicos de 

células haploides. Dentro de los genes sexo específico se encuentran los receptores para las 

feromonas, los precursores de las feromonas y los genes involucrados en la expresión o represión 

de genes sexo específicos. 

Interrumpimos el gen KISTEJ en ambos sexos y realizamos ensayos de apareamiento. Con 

estos experimentos probamos que KISte3p participa en el sistema de respuesta a feromona, ya 

que las células MATa interrumpidas en el gen KISTEJ son estériles, mientras que las células Mata 

con la misma interrupción son capaces de aparearse normalmente. Lo anterior indica que KISTEJ 

no tiene ningún papel en el sistema de respuesta a feromona de células Mata, sugiriendo que 

puede ser un gen sexo específico. Esto se confirmó por la falta de mensajero en células Mata cuyo 

gen KISTEJ se encontraba interrumpido y en células Mata silvestres. A diferencia de ScSte3p, que 

se expresa en células a y es el receptor para el factor a. KISte3p se expresa en células tipificadas 

como a y es por lo tanto el receptor para el factor a. 

KISte3p es el receptor para la feromona a y por lo tanto tiene que ser una proteína que se 

localiza en la membrana plasmática. Para comprobar si realmente KISte3p es una proteína de 

membrana realizamos la expresión de la proteína de fusión KISTE3-GFP en las células que carecen 

de receptor funcional y realizamos ensayos de apareamiento. Las células que contenían la fusión 

KISTE3-GFP fueron capaces de recuperar el fenotipo de fertilidad, lo que nos indica que KISte3p 

esta involucrado en el sistema de apareamiento y que la fusión con GFP no altera la función del 

receptor. Además, nos sugiere de forma indirecta que KISte3p se expresa en la membrana, 
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aseveración que confirmamos con las imágenes de microscopía confocal que nos muestran que la 

la proteína KISte3-GFP esta en su mayoría en la membrana plasmática de las levaduras. 

Las interacciones del extremo carboxilo de K1Ste3p resultaron ser bastante interesantes. En 

S. cerevisiae, Ongay-Larios y colaboradores por ensayos de doble híbrido con el receptor ScSte2p, 

mostraron que el extremo carboxilo terminal de ScSte2p interacciona de manera similar con las 

subunidades ScGpal ªp y ScSte4~p 14
• Sin embargo, en K. lactis encontramos que no existe 

interacción aparente entre el extremo carboxilo terminal del receptor y la subunidad KISte4~p y en 

cambio la subunidad KIGpa2ª2p, que parece no participar en el sistema de respuesta a feromona 31 

tiene una interacción que es significativamente mayor al control negativo y a la subunidad 

KISte4~p. Lamentablemente, no existen ensayos de interacciones con el extremo carboxilo terminal 

de ScSte3p, motivo por el cual no son comparables los resultados obtenidos con ScSte2p y Klste3p 

debido a que son receptores diferentes y no podemos saber si la diferencia que tienen en la 

afinidad por la subunidad beta es específica del receptor ScSte2p o es una diferencia entre los dos 

sistemas. Tomando en cuenta que las secuencias de los receptores ScSte2p y ScSte3p difieren 

considerablemente y que sin embargo, activan la misma cascada de señalización y que tanto la 

subunidad a como la ~ de la proteína G heterotrimérica son proteínas efectoras en K. lactis, 

creemos que la diferencia en la asociación entre ScSte2p y KISte3p por la subunidad ~ se debe a 

que la transducción de la señal es diferente en estos dos sistemas, ya que KIGpa1ª 1p es una 

molécula activadora del sistema. 
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Con los elementos que ya tenemos identificados en el sistema de respuesta a feromona de 

K. lactis, sabemos que la subunidad Ga de la proteína G heterotrimérica actúa como un activador 

positivo del sistema 7
• Las mutantes que no expresan KIGpa1ª 1p tienen una menor formación de 

diploides comparados con la cepa silvestre y un alelo activo dominante, estimula a las células 

haploides al apareamiento. El que la subunidad Ga sea activador contrasta con S. cerevisiae donde 

se activa por medio del dímero Gpy 33
. También sabemos que KIFuslp es uno de los genes que se 

activan al prender el sistema, y puede funcionar como gen reportero del sistema 8
. En este trabajo 

demostramos que KISte3p actua como el receptor de la feromona a, que se expresa en células a 

y, posiblemente, uno de los dominios que utiliza para interactuar con la subunidad KIGpa1ª
1p se 

localiza en su extremo carboxilo terminal (Figura 16). 

célwa:; a 

Figura 16. Esquema de la cascada de señalización del sistema de respuesta a feromona de K. lactis, donde se muestra 
al receptor K1Ste3p y el papel que tiene en el sistema. 
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6. CONCLUSIONES 

El marco abierto de lectura del gen KISTE3 es de l.3Kb, y codifica para una proteína con un 

peso molecular hipotético de SOkDa. La proteína se predice de siete dominios transmembranales 

acoplado a una proteína G heterotrimérica, con homología a ScSte3p. 

El gen KISTE3 está involucrado en el sistema de respuesta a feromona sexual y su 

interrupción en células MATa causa esterilidad, además de expresarse específicamente en las 

células MATa. 

KISte3p se localiza en la membrana plasmática. 

Su extremo carboxilo terminal se asocia a la subunidad KIGpa1 ª 1 de la proteína G 

heterotrimérica, pero no a la subunidad KISte4GB, en contraste con el extremo carboxilo terminal 

de ScSte2p, el cual se asocia tanto a a como a ~ · 

:~.::TA TFSIS NO SAf_.j-1, 
; : ;- l BThT 
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7. PERSPECTIVAS 

Ahora que tenemos identificado al receptor KISte3p es necesario caracterizarlo y saber si se 

comporta de forma similar a su homólogo ScSte3p, por eso se requiere profundizar en los 

siguientes aspectos: 

Expresión heteróloga de K!SteJ y ScSteJ. 

Estudios de regulación por fosforilación. 

Estudios de dimerización. 

Estudios sobre la activación de la proteína G por unión de feromona a KISte3. 
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