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Resumen.

Las proteinas G heterotriméricas estan involucradas en numerosas vias de
respuesta a diversas sefiales como luz, hormonas, etc. La via de respuesta a
feromonas de apareamiento mediada por proteinas G ha sido ampliamente
estudiada y descrita en organismos como Saccharomyces cerevisiae. En

Kluyveromyces lactis ésta via de respuesta es diferente en algunos aspectos.

El objetivo inicial de este trabajo fue determinar la participacién de la subunidad Gy
en K. lactis, por medio de ensayos de apareamiento hechos con mutantes null,
observamos que ésta subunidad no es esencial en el sistema de respuesta a
feromonas. Ya que no hay reportes de que la subunidad Gf tenga actividad como
monomero, realizamos ensayos de interaccidon proteina-proteina in vivo con el
sistema genético del doble hibrido, para saber si la subunidad Gy se asocia a la
subunidad G para formar un dimero. Los resultados de estos ensayos nos indican

qgue hay una fuerte interaccién entre ambas subunidades.

Se sabe que la subunidad Gy en S. cerevisiae sufre modificaciones lipidicas post-
traduccionales que le permiten anclarse a la membrana, conociendo estos datos,
decidimos hacer una mutante de la subunidad Gy de K. lactis deficiente en su
farnesilacion, para comprobar si ésta es también una funcién importante.
Encontramos que las mutantes Klste18%*"®’ segufan apareandose de forma normal,
lo que confirma que la subunidad Gy no es esencial en el sistema, aun cuando es
posible que se encuentre formando parte del dimero Gy y por consiguiente participe

en la transmision la sefial de la feromona.



1. Introduccion.

1.1. Las Levaduras.

Las levaduras son hongos microscopicos unicelulares que agrupan a una gran
variedad de especies, incluyendo tanto especies patdgenas, como especies inocuas
y de gran utilidad. Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son
capaces de llevar a cabo el proceso de fermentacion, caracteristica que se ha
explotado desde hace muchos afios en la produccién de pan y de bebidas
alcohdlicas. Esta caracteristica fue estudiada ampliamente y permitié el
descubrimiento y analisis de muchos pasos que intervienen en el proceso de
fermentacion alcohdlica, gracias a esto, se continud con el estudio de esta levadura.
Ademas de poder fermentar, S. cerevisiae posee una serie de propiedades que han
permitido utilizarla como modelo bioldégico en la investigacion: una de las
caracteristicas mas importantes es que las levaduras son eucariontes que poseen
un genoma relativamente pequefio que facilita su analisis y manipulacion; poseen
ademas, una fase sexual dentro de su ciclo de vida, lo que permite abordar estudios
de genética formal; y se obtienen con gran facilidad, en grandes cantidades
(Campell y Duffus, 1988; Dickinson y Schweizer, 2004).

El avance y descubrimiento de técnicas moleculares tales como el uso de las
enzimas de restriccion, la perfeccion de los métodos para transformar levaduras, el
uso de técnicas de clonacion y el aislamiento especifico de genes, llevaron al
desarrollo de métodos para analizar el DNA y las proteinas de las levaduras, como
el sistema genético de doble hibrido que permite la identificacion de proteinas
interactuantes y el desarrollo de los cromosomas artificiales de levadura o YAC's,
que han sido de gran ayuda para secuenciar genomas eucariontes. Las levaduras
también han jugado un papel importante en el desarrollo de los sistemas de
expresion de proteinas de otros eucariontes que a diferencia de lo que ocurre en las

bacterias como Escherichia coli, en éstas es posible que se lleven a cabo



modificaciones post-traduccionales como la farnesilacion, la miristilacién, la
acetilacion, y el procesamiento proteolitico, indispensables para que la proteina
posea actividad biolégica. El uso de las levaduras ha sido muy exitoso incluso para
la expresion de proteinas humanas, como la renina y la primera vacuna humana
obtenida por técnicas de DNA recombinante (Campell y Duffus, 1988; Dickinson y
Schweizer, 2004).

1.1.1. Kluyveromyces lactis (Dombrowski) van der Walt (1971).

Al igual que S. cerevisiae, K. lactis pertenece al grupo de los hemiascomycetes y es
una levadura gemante. Ha sido estudiada desde 1960 y se le ha encontrado en
habitats muy diversos, pero la mayoria de las cepas han sido aisladas a partir de
productos derivados de la leche, en donde la fuente de carbono mas abundante es

la lactosa (Spencer et al., 1983).

Esta levadura tiene seis cromosomas, que miden de 1 a 3 Mb, y el tamafio total del
genoma es de ~10 Mb. El DNA mitocondrial es una molécula circular de 39 Kb.
Muchas cepas contienen un par de plasmidos de DNA lineares: pGKL1 (8.8 Kb) y
pGKL2 (13.4 Kb) que le confieren el fenotipo “killer”, la toxina “killer” es una toxina
letal para algunas cepas sensibles de la misma especie (Souciet et al., 2005,
http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA).

El interés en K. lactis se debe en parte a sus caracteristicas fisiologicas distintivas
del resto de las levaduras, ya que aunque es capaz de asimilar una gran variedad de
fuentes de carbono, es caracteristica su capacidad de crecer en lactosa como Unica
fuente de carbono (Schaffrath y Breuning, 2000; Spencer et al., 1983). A diferencia
de S. cerevisiae, K. lactis es una levadura “petite-negativa”. El fenotipo “petite” se
refiere a la morfologia claramente mas pequefias que adquieren las levaduras que
pueden crecer en medios fermentables cuando la respiracion ha sido bloqueada. Las
levaduras “petite-negativas” no pueden crecer en medios fermentables, son aerobias
estrictas, por lo que una mutacion que las inhabilite para respirar es letal (Spencer
et al., 1983).

Otra diferencia importante entre estas dos levaduras, es que K. lactis se encuentra
predominantemente en haplofase, esto es que cuando se forman células diploides,



éstas entran espontdneamente a meiosis y esporulan, por lo que es comun
encontrar a K. lactis en estado haploide a diferencia de lo que ocurre en S.
cerevisiae (Schaffrath y Breuning, 2000; Spencer et al., 1983).

La elaboracion de un vector replicativo, basado en el plasmido pKD1 (Chen et al.,
1988), ha contribuido al desarrollo de la genética molecular de esta levadura.
Ademas de que se ha vuelto un organismo modelo para estudiar aspectos
fisioldgicos en levaduras no convencionales. K. lactis ha sido utilizada por muchos
aflos como una fuente de B-galactosidasa y recientemente ha sido utilizada
exitosamente para la produccion a gran escala de proteinas heterdlogas como la
proquimosina de vaca, la interleucina-1y humana y la albimina humana (Schaffrath y
Breuning, 2000).



1.2. Ciclo de Vida de las Levaduras.

El ciclo de vida de las levaduras estad representado por una fase asexual o

vegetativa, y una fase sexual.

Ciclo de vida vegetativo.

Durante la fase vegetativa, las levaduras se dividen por gemacion, la célula hija
inicia su crecimiento formando una yema a partir de la célula madre. Posteriormente
ocurre la division nuclear, la sintesis de la pared y finalmente la separacion de las
dos células. En este tipo de division no hay intercambio genético entre las células
(Kockova-Kratochvilova, 1990; Jones et al., 1992; Dickinson y Schweizer, 2004;
Nasim et al., 1989).

Ciclo de vida sexual.

Consiste basicamente en dos procesos: conjugacion y esporulacion. La conjugacion
es un proceso en el que se fusionan dos células haploides de sexos opuestos. Es un
proceso inducido por factores sexuales secretados por las células, estos factores
son conocidos como feromonas de apareamiento. El tipo de feromona producida
depende del tipo celular, es decir, las células haploides tipo a secretaran feromona-
a, y las células tipo a feromona-a. Estas feromonas son reconocidas por receptores
transmembranales especificos acoplados a proteinas G heterotriméricas, que
activan una cascada de sefiales que finalizan con la induccién de la transcripcion de
genes que a su vez conduciran a la formacién de un gameto. Como resultado de la
conjugacion, se forman células diploides que bajo condiciones especificas sufren
division meidtica y producen ascosporas con cuatro esporas cada una, dos esporas
tipo a, y dos tipo a. Estas son liberadas al medio (esporulacion) y germinan para dar
lugar a células haploides nuevamente y reiniciar el ciclo (Kockova-Kratochvilova,
1990; Jones et al., 1992; Dickinson y Schweizer, 2004; Nasim et al., 1989) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema del ciclo sexual de la levadura S. cerevisiae. A) Las células haploides secretan
feromonas al medio y reconocen a las células del sexo opuesto. B) Las feromonas activan una
cascada de sefializacion mediada por proteinas G, que llevan a la transcripcion de genes
involucrados en el apareamiento, las células adquieren una morfologia en forma de pera conocida
como “shmoo”. C) Después de la conjugacion se forman células diploides. D) Las células diploides
formas ascosporas, que esporularan y germinaran para formar células haploides, y asi reiniciar el

ciclo.



1.3. Transduccion de Sefales y Proteinas G.

La transduccién de sefiales es un proceso de comunicacion celular. Los sistemas de
sefalizacion mejor caracterizados son aquellos que involucran receptores
transmembranales acoplados a proteinas G y que activan uno o varios efectores. En
humanos los receptores acoplados a proteinas G intervienen en las respuestas a
luz, olores, sabores, hormonas, neurotransmisores, etc. En los eucariontes mas
simples, son los encargados de mediar sefiales que afectan procesos basicos como

la division celular, el apareamiento y la morfogénesis (Dohlman, 2002).

En las levaduras hay dos tipos celulares haploides (MATa y MATa), como se
mencionod anteriormente, que secretan al medio feromonas peptidicas que estimulan
a la célula del sexo opuesto. La transduccion de sefiales comienza cuando el factor-
o (o feromona-a) se une a su receptor especifico, que en S. cerevisiae es Ste2p, en
las células del sexo MATa, mientras que el factor-a (o feromona-a) se une al
receptor Ste3p en las células del sexo MATa. Estos receptores de siete dominios
transmembranales activan a la proteina G heterotrimérica que esta compuesta por la
subunidad Ga (Gpalp o Scglp) y el dimero Gpy (Ste4p/Stel8p) (Fig. 2). La proteina
G se encuentra anclada a la membrana por modificaciones lipidicas del extremo
amino terminal de la subunidad Ga y en el extremo carboxilo terminal de la
subunidad Gy. La proteina G se encuentra asociada a su receptor especifico por
sitios de contacto con las tres subunidades, pero en particular con el extremo
carboxilo-terminal de la subunidad Go (Hamm, 1998). Cuando el receptor es
activado por la feromona, éste induce cambios conformacionales en la subunidad Ga
lo que induce el intercambio de GDP por GTP en esta subunidad, disociandose del
dimero Gpy. De esta forma el dimero Gy queda libre para activar a sus efectores rio
abajo y la sefal se transmite y se amplifica a través de un médulo de MAP cinasas
(Fig. 2). Después de la activacion de esta cascada de proteinas, sigue la activaciéon y
fosforilacion de Stel2p que es un factor de transcripcion de los genes necesarios
para la fusidbn de células haploides y la continuacion del ciclo celular. La sefal
persiste hasta que el GTP es hidrolizado a GDP, y las subunidades de la proteina G
se reasocian completando el ciclo de activacion (Dohlman, 2002; Hamm, 1998;
Cabrera-Vera et al., 2003; Whiteway et al., 1989; Dickinson y Schweizer, 2004).



En S. cerevisiae, los efectores del dimero GBy son: Cdc24p que es un factor de
intercambio de nucledtidos de guanina (GEF) de Cdc42p que es una proteina
pertenece a la superfamilia de GTPasas pequefias de tipo Ras, las cuales
intervienen en los rearreglos de actina promoviendo el crecimiento polarizado de la
célula y la morfogénesis. Otro de los efectores es Ste20p que pertenece a la familia
PAK (proteinas-cinasas activadas por p-21). El papel de esta proteina no es claro
pero una mutante ste20 es parcialmente estéril. El tercer efector es Ste5p que es

una proteina de andamiaje para las proteinas cinasas: Stel1p"""K Ste7pMAPKK y

FusspMAPK

(Fig. 2). Este ultimo efector promueve la interaccién entre las MAP
cinasas, haciendo més eficiente la sefializacion. Una mutante ste5 tiene una notable
deficiencia de apareamiento. Aunque todos estos efectores se unen a Gp, una
mutante stel8 (Gy) es incapaz de responder a la feromona de apareamiento y es
estéril, lo que indica que se requiere el dimero para activarlos (Whiteway y Thomas,
1994; Ford et al.,, 1998). También se ha observado que Gpalp tiene un papel
negativo en el sistema de respuesta a feromonas, ya que una interrupcion de este
gen, provoca el bloqueo del ciclo celular en la fase G1 y promueve el apareamiento

(Dohlman, 2002).

En K. lactis nuestro grupo ha encontrado que, a diferencia de lo que ocurre en S.
cerevisiae, tanto la subunidad Ga (Savifion-Tejeda et al., 2001) como la subunidad
Gp (Kawasaki et al., 2005) son esenciales para transducir el estimulo de la feromona
y promover el apareamiento, ya que las mutantes 4Kligpal y 4AKlste4,

independientes, tienen fenotipo de esterilidad.
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Figura 2. Esquema de las vias de sefializacion en respuesta a feromonas de apareamiento de las

levaduras S. cerevisiae y K. lactis.

En el laboratorio, se han clonado los genes que codifican para varios de los
componentes de la via de transduccion de sefiales en respuesta a las feromonas de
apareamiento en K. lactis, entre ellos se han clonado los receptores a feromonas,
KISte3p y KISte2p, que conservan alrededor del 50% de identidad con sus
homologos de S. cerevisiae. KISte3p es el receptor a feromona-a, mientras que
KISte2p es el receptor a feromona-a una mutante, las mutantes AKlste3 y AKlste2
son estériles. También se ha clonado el gen que codifica para la proteina KlSte20p,
que presenta regiones de union a G altamente conservadas en el extremo
carboxilo-terminal, la interrupcibn de éste gen también tiene un fenotipo de
esterilidad. Con respecto al modulo de MAP cinasas, se han clonado:
KISte11pMAPK  KISte7pMAPKK v KIFus3pM*PX, y la proteina de andamiaje KISte5p,
las interrupciones de los genes que codifican para éstas proteinas, también
presentan un fenotipo de esterilidad. Se cloné también KISte50p que es el posible
efector de Ga y KlIStel2p que es un factor transcripcional, se observé que una
mutante AKlstel2, es estéril. Estas proteinas siguen en estudio (Coria et al., 2005;
Lloret et al., 2003) (Fig. 2).



1.4. La Subunidad Gy.

La subunidad Gy de S. cerevisiae forma parte de la proteina G heterotrimérica, y
esta codificada por el gen STE18 que junto con la subunidad G (STE4) forman el
dimero GPy. Cuando la proteina G es activada, el dimero GBy queda libre para
activar los efectores rio abajo. Una vez que la sefial termina, el dimero se reasocia
con la subunidad Ga, inactivando asi el sistema ((Dohlman, 2002; Hamm, 1998;
Cabrera-Vera et al., 2003; Whiteway et al., 1989; Dickinson et al., 2004).

Las subunidades Gy se caracterizan por poseer una caja CAAX bien conservada en
el extremo carboxilo-terminal. EI nombre de la caja CAAX proviene de los
aminoacidos por los que esta formada: “C” se refiere a un residuo de cisteina, “A” a
un residuo de aminoacido no polar alifatico y “X” a cualquier residuo de aminoécido.
Esta caja CAAX, es modificada con una prenilacién post-traduccional que consiste
en la adicion covalente de un grupo hidrofébico prenilo, que puede ser un grupo
farnesilo de 15 atomos de carbono o un grupo geranilgeranilo de 20 atomos de
carbono; ambos actlan como donadores de grupos prenilo. La prenilacién es
catalizada por prenil-transferasas (farnesil-transferasa o geranilgeranil-transferasa 1
y 2, segun sea el caso) (Magee y Marshall, 1999) (Fig. 3). La farnesilacién y la
geranilgeranilacion, que son dos tipos de prenilacion, estan determinadas por el
altimo aminoacido de la caja CAAX, de modo que, cuando el ultimo residuo de este
motivo es metionina, alanina, serina, cisteina o glutdmico se aflade un grupo
farnesilo, si el ultimo residuo es leucina o fenilalanina, sera geranilgeranilizado
(Whiteway y Thomas, 1994; Grishin et al., 1994; Chinault y Blumer, 2003). Después
de la adicién del grupo prenil por la union tioéster al residuo de cisteina, los ultimos
tres aminoacidos de la region CAAX son liberados por una proteasa (Ma y Rando,
1992).
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Figura 3. Esquema de la farnesilacién de Stel8p. En el recuadro se indican las estructuras quimicas

del grupo farnesilo y del grupo geranilgeranilo, ambas son tipos diferentes de prenilacién.

Las subunidades Gy de S. cerevisiae y de K. lactis, presentan una metionina como
altimo residuo del motivo CAAX, por lo que el tipo de prenilacién que sufren, es la
adicion de un grupo farnesilo. Se ha reportado, que Gy de S. cerevisiae, ademas de
presentar una farnesilacion en la cisteina 107, presenta también una palmitoilacion
en la cisteina 106. Una palmitoilacion es la adicion de un acido graso saturado de
16 a4tomos de carbono a un residuo interno de cisteina por un puente tioéster. Una
sustitucion de la cisteina 107 presenta un fenotipo de esterilidad, mientras que una

sustitucion de la cisteina 106 es parcialmente estéril (Basu, 2004).

Estas modificaciones lipidicas, permiten a las proteinas que las sufren anclarse a la
membrana citoplasmética. Ya que la subunidad Gy forma un dimero con la
subunidad G8, la farnesilacion permite que el dimero Gy se ancle a la membrana, y
permanezca en la vecindad del receptor y de la subunidad Go para activar o
inactivar a la proteina G (Fig. 4). Es por esto que una mutante que no puede ser
prenilada, dificilmente activara la cascada de sefializacion ya que no se encuentra

en la cercania del receptor ni de la subunidad Ga (Hirschman y Jenness, 1999).
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Figura 4. Interaccion de la proteina G heterotrimérica con rodopsina (un tipo de fotorreceptor de
mamiferos) y la membrana plasmatica. Se pueden ver las modificaciones lipidicas de algunos
elementos de la proteina G y la rodopsina: la palmitoilacion del extremo carboxilo de la rodopsina, Ga.
es miristoilada y/o palmitoilada en el extremo amino, y Gy sufre una farnesilacion. La subunidad Ga.
se indica en color azul claro, la subunidad G en color rosa, y la subunidad Gy en azul marino
(Hamm, 1998).

Ademas de ésta region CAAX altamente conservada, las subunidades Gy presentan
regiones de interaccién con la subunidad GB muy conservadas, ya que en todos los
modelos de proteinas G que se conocen, las subunidades G y Gy, se asocian para

formar un dimero (Hamm, 1998).

El heterodimero GBy es una unidad estable. Todas las G tienen un plegamiento
caracteristico, formando una estructura de propela, con 7 hojas B-plegadas. El
extremo amino-terminal de G se extiende como una estructura enrollada que se
pliega sobre el extremo amino-terminal de la subunidad Gy, de forma que entra en
contacto con las hojas 4 y 5, a esta estructura se le conoce como “coiled-coil”
(Sondek et al., 1996; Coria et al., 1995) (Fig. 5).
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Figura 5. Estructura del dimero Gpy. En color gris la subunidad Gf y en color azul la subunidad Gy.
(Sondek et al., 1996).
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2. Justificacion

Las proteinas G estan involucradas en una gran variedad de respuestas a diferentes
estimulos. En células de mamiferos las proteinas G tienen multiples papeles
incluyendo la regulacion de varias isoformas de la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C,
canales de potasio, canales de calcio dependientes de voltaje y canales de sodio
(Dowell et al., 1998; Hamm, 1998). La subunidad Ga en mamiferos tiene un papel
positivo en el sistema, ya que tiene efectores rio abajo, en cambio en la levadura S.

cerevisiae la subunidad Ga tiene un papel negativo en el sistema, ya que inhibe la

actividad del dimero Gpy.

En K. lactis, tanto la subunidad Ga como la subunidad Gp tienen un papel positivo,
lo que hace interesante el estudio de las proteinas G en este organismo, ya que
tiene mas similitudes con la via de mamiferos, que S. cerevisiae. El interés de éste
trabajo es definir el papel de la subunidad Gy en el sistema de respuesta a
feromonas de apareamiento de K. lactis, ya que en todos los sistemas estudiados es

parte estructural del heterodimero.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General.

Conocer el papel de la subunidad Gy en el sistema de respuesta a feromonas de

apareamiento en la levadura K. lactis.
3.2 Objetivos Particulares.

- Por medio de ensayos de apareamiento determinar el fenotipo que produce una
mutante AKlstel8.

- Determinar si es posible la formacion del dimero GBy por medio de ensayos de

interaccion proteina-proteina con el sistema genético del doble hibrido.
- Identificar si la capacidad de la subunidad Gy para anclarse a la membrana por una

modificacion post-traduccional, es importante en el sistema de respuesta a

feromonas en K. lactis.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Diagrama de Flujo de la Metodologia.

analisis de la secuencia

|
! ! }

Interrupcién del gen (AK;'sfei‘S)] Subclonacion del gen KISTE18 en el Construccién de la mutante
plasmido pEG202 Kliste 1857

1 | 1

‘ Clonacion del gen KISTE18 y ‘

Hibridacion tipo Southern, para i P ; ‘o X
comproar i egacion o 9o | s o o | | o et
interrumpido en el genoma KISte18 con la mutante Kiste18
l e18p y B42-KiSte4p en K. lactis
Ensayos de apareamiento con las Analisis cuantitativo de la actividad Ensayos de apareamiento
mutantes AKlstel8 del gen reportero -Galactosidasa con la mutante Kiste {8z
en S. cerevisiae

|

Hibridacion tipo Northern, para verw

la expresion del gen mutante
AKlste18

4.2. Cepas.
e Bacterias.
Escherichia coli.
DH5a. supE44 AlacU169($80 lacZAM15) hsaR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Esta cepa se utilizd en todas las transformaciones bacterianas y propagaciones de

plasmidos.

e Levaduras.
Kluyveromyces lactis.
155 (MAT ). ade2, his3, ura3.
12/8 (MATa). argA, lisA, ura3.
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Saccharomyces cerevisiae.

W303-1A (MATa). adel, his3, leu2, trpl, ura3.

Cepa 70. (MATa). met3, thr3.

4.3. Medios de Cultivo.

Nombre

Organismo

Caracteristicas

Temperatura de

incubacioén

LB Bacterias

Medio que contiene
triptona, cloruro de sodio y

extracto de levadura.

37°C

LB+antibi6ticos Bacterias

Medio LB con el antibiotico
indicado para la cepa

inoculada.

37°C

YPD Levaduras

Medio completo que se
utiliza para crecer

levaduras.

30°C

SD Levaduras

Contiene minimo sales,
elementos traza, vitaminas,
una fuente nitrogenada y

glucosa.

30°C

SD+aa Levaduras

Medio minimo SD al que se

le agregan los aminoacidos
indicados necesarios para
el crecimiento de la cepa

inoculada.

30°C

SD-aa Levaduras

Medio minimo SD con
aminoacidos esenciales,
excepto los que se

especifican.

30°C

SGal Levaduras

Medio minimo similar al SD,
pero contiene galactosa en

lugar de glucosa.

30°C
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4.4. Pldsmidos.

4.4.1. Plasmidos Empleados para Clonacion e Interrupcion de Genes.

Plasmido

Caracteristicas

YEp352

Plasmido episomal, tiene el origen de replicacion
2u para S. cerevisiae, el gen URA3 como
marcador de auxotrofia y un sitio de clonacion

multiple.

YIp352

Plasmido de integracion derivado de YEp352,
posee el gen URA3, pero no tiene origen de
replicacion de levadura, tiene un sitio de clonacion

multiple.

YEpKD352

Plasmido derivado del plasmido pUC18, al igual
que YEp352, pero posee el origen de replicacién
pKD1 de K. drosophylarum y el gen URAS.

PCR4-TOPO (®Invitrogen)

Plasmido disefiado para clonar fragmentos de
DNA obtenidos por PCR y amplificados con la

enzima Tag polimerasa.

4.4.2. Plasmidos Empleados para el Ensayo de Doble Hibrido.

Plasmido

Caracteristicas

PEG202

Vector lanzadera, tiene el gen LexA (dominio de
uniébn a DNA), un sitio mdltiple de clonacién.
Ademas del origen de replicacién pBRori para E.
coli y el gen AmpR. Posee también el gen HIS3
como marcador de seleccion y el origen de

replicacion 2p.

pJG4.5

Vector lanzadera, tiene el gen B42 que es un
activador de la transcripcion. Tiene un sitio EcCoR1
y un sitio Xhol Unicos para subclonar. Ademas del
origen de replicacion pBRori y el gen AmpR, tiene
el gen TRP1 como marcador de seleccion y el

origen de replicacion 2u.

pSH18-34

Vector lanzadera, tiene al gen LacZ, contiene el
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promotor silvestre de GAL1 cuyas secuencias rio
arriba fueron reemplazadas por operadores de
LexA. Tiene el origen de replicacion pBRori, y el
gen AmpR ambos para E.coli, URA3 como

marcador de seleccion y el origen de replicacion

2.

4.5. Técnicas de DNA Recombinante.
Las técnicas de DNA recombinante empleadas se siguieron de acuerdo a Sambrook
et al., 1989; Lucotte y Barneyx, 1993.

4.6. Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El gen KISTE18 se amplifico por PCR a partir de DNA cromosomico extraido de K.
lactis, los oligodesoxinucleétidos se disefiaron en base a la secuencia del gen
consultada en la base de datos de Génolevures (Souciet et al.,, 2005,

http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA), el fragmento obtenido se cloné en el

plasmido pCR4-TOPO y se transformoé en E. coli para almacenarlo. A partir de esa
construccion, el ORF del gen se amplificd con los siguientes oligodesoxinucleotidos:
5CCT TGG TGT AGT TTT3' (P1) de la posicion -39 a -25y 5'ATG TAA CTT AAT
AAG3’ (P2) de la posicion +307 a +321 (Fig. 6). Las condiciones del PCR fueron las
siguientes: desnaturalizacion a 94 °C por 5 min.; 30 ciclos de 94 °C por 30 seg., 52

°C por 30 seg. y 72 °C por 1 min.; y una elongacion final de 5 min. a 72 °C.

La amplificacion del gen KISTE18 con los sitios de restriccion EcoRI y Sall para su
clonacion en el plasmido pEG202, se hizo con los siguientes oligodesoxinucleétidos:

5ATT TGT GTA CCA GAA TTC GGA GAG TTA CCA3’ (P3) de la posicion -15 a
EcoRl
+15y 5’ACG GCA GCA ATA TGT CGA CCA TCA CAT TAT GGT3' (P4) de la

Sall
posicion + 262 a +294 (Fig. 6). Las condiciones del PCR fueron: desnaturalizacion a

94 °C por 5 min.; 50 ciclos de 94 °C por 30 seg., 60 °C por 1 min., 72 °C por 1 min.; y
una elongacién final de 5 min. a 72 °C.

19



~39 -z5 -15 +15

CCTTGGTGTAGTTTTCGAGTTTGTATTTGTGTACCACTGATGGGAGAGT TACCATATAAG &0
F1 P3
ATCCAGGAATTGAAAT TGAGAAGAAT CGAAGAATTGAATAA TAAAT TAAGAAATGAGCTA 120

GCAAGHGGAAAGGATGACTGCGT CARATGCTTGTTTGTCCATAATCGACTATACCTCAACC 150
CATAAGGAT TACGCTGTTCCAGAAGTATGGGGT TACCCAATGGTTGGTGAAAACCCATAT =40
AATAATACTATGAGGAAGALA CAATTTTGCTAGATCT CACGAGGAAACGAGTGCCTGTTGT S00

ACCATAATGTGATGATAALAATATTGC TGCCGTATACTCTCTATGCTTATTAAGTTACAT 360
P4 Pz

+Z 62 +Z94 +307 +321

Figura 6. Secuencia nucleotidica de KISTE18, en el que se indica la posicién de los
oligodesoxinucleotidos utilizados para amplificar el gen. En negritas se indica el ORF del gen

KISTE18, en rojo se indica el coddn de inicio y en azul el codon de paro.

Los oligodesoxinucleotidos utilizados se sintetizaron en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. En todas las reacciones hechas,
se utilizé Tag polimerasa ®Invitrogen, se hizo una curva de concentracion de MgCl,
desde 0.5 mM a 6 mM, se utilizaron 10 ng de DNA templado y 200 ng de cada
primer. El resto de las concentraciones y condiciones se hicieron siguiendo las

indicaciones del proveedor.

4.7. Hibridaciones Moleculares.

Para las hibridaciones tipo Southern se utiliz6 DNA cromosomal, digerido con la
enzima Asp718®Roche. Se corridé un gel de azarosa 1% en TBE 1X. Posteriormente
el gel se desnaturalizé (NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M) y neutralizé (Tris 1M, NaCl 1.5 M)
durante 30 min. en cada solucion. Para hibridaciones tipo Northern el gel se lavé con
solucion SSC (NaCl 3M y Citrato de Sodio 0.3M) 6x antes de hacer la transferencia.
Ambos tipos de transferencias se hicieron a membranas de nylon y se empled
[**P]adCTP para marcar radiactivamente siguiendo las especificaciones del
proveedor Amersham Pharmacia Biotech (Rediprime 1l). Como sonda se utilizé el
ORF completo del gen silvestre, digerido con la endonucleasa EcoRI, la hibridacion

se hizo durante toda la noche a 55 °C. Después se hicieron tres lavados con
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solucion SSC 1X a 65 °C. la exposicion de la membrana se hizo durante 4 horas y se

scanneo utilizando el equipo Typhon.

4.8. Ensayo de Doble Hibrido.

4.8.1. Caracteristicas del Ensayo.

El sistema genético del doble hibrido permite identificar una interaccién proteina-
proteina in vivo por la transcripciéon de un gen reportero, segun el método de Fields y
Song, 1989.

Para este ensayo se requieren tres tipos de plasmidos. El plasmido pEG202 posee
una secuencia que codifica para los aminoacidos 1 a 202 del gen LexA, que codifica
para un dominio de unién a DNA. Rio abajo del gen LexA se encuentra un sitio de
clonacion multiple, en donde se clono el gen KISTE18. Esta proteina hibrida LexA-
KIStel8p se encuentra constitutivamente expresada, y se une a los operadores LexA

gue se encuentran rio arriba del gen reportero LacZ pero no activa su transcripcion
(Fig. 7).

En el plasmido pJG4.5 se clond el gen KISTE4 en el sitio de clonacién multiple que
se encuentra rio abajo del gen B42 que codifica para un dominio de activaciéon de la
transcripcion. La proteina hibrida B42-KIStedp esta condicionalmente expresada por
el promotor GAL1, es decir, que se expresa cuando las células crecen en presencia

de galactosa.

Se requiere ademas un gen reportero. En este trabajo se utilizé el plasmido pSH18-
34 que contiene el gen reportero LacZ, cuyas secuencias rio arriba se reemplazaron

por los operadores LexA (Fig. 7).

Las proteinas hibridas B42-KISte4 que interactien con las proteinas hibridas LexA-
KIStel8 activaran la transcripcion del gen reportero LacZ que codifica para la enzima
B-galactosidasa. Las células que posean estas proteinas interactuantes formaran
colonias tefiidas de color azul en medio que contenga galactosa y X-gal (Finley et
al., 1995; Fields y Song, 1989) (Fig. 7).
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Figura 7. Sistema genético de doble hibrido. El esquema muestra la activacién del gen reportero
LacZ, por la interaccion de dos proteinas hibridas LexA-KISte18p y B42-KISte4p.

Para hacer la construccion pEG202-KISTE18, se introdujeron dos sitios de
restriccion en KISTE18 por medio de PCR: un sitio EcoRI en el extremo amino-
terminal, y un sitio Sall en el extremo carboxilo-terminal. El producto de PCR se
digirié con estas mismas endonucleasas, y se clono en el plasmido peG202 (Fig. 8).

El gen KISTE4 se clon6 en el plasmido pJG4.5, en los sitios Unicos de clonacién

EcoRl y Xhol (Fig. 8).
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Figura 8. A) esquema de la construccion pEG202-KISTE18, la zona rayada representa el gen
KISTE18, en amarillo el dominio de unién a DNA, MCS es el sitio de clonacion multiple. B) esquema
de la construccién pJG4.5-KISTE4, la zona cuadriculada representa el gen KISTE4, en amarillo la
zona en donde se encuentra el sitio de activacion transcripcional. Para ambos esquemas los cuadros

de color azul muestran la estructura del plasmido y en gris el marcador de auxotrofia.

La construccion pEG202-KISTE18, se transformo en la DH5a de E. coli, se extrajo
plasmido de cuatro colonias independientes y se hizo una digestion con las

endonucleasa EcoRI y Sall, y posteriormente un gel de electroforesis para verificar la

ligacién del gen en el plasmido (Fig. 9).

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de las construcciones pEG202-KISTE18. La digestion se
hizo con las endonucleasa EcoRI y Sall a 37 °C por 1 h. Se espera una banda de 0.27 Kb de
KISTE18 y una banda de 9.58 Kb del vector pEG202.
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Como control positivo se utilizaron las construcciones peEG202-KIGPAl y pJG4.5-
KISTE4, como control negativo la construccion pJG4.5-Endoch, descritas en Ongay-
Larios L. et al., 2000.

Se transformé la cepa W303-1A con un plasmido de cada tipo, las células se

crecieron en medio selectivo (SD-ura-his-trp) por 48 h. a 30 °C.

4.8.2. Analisis Cualitativo.

Una vez seleccionadas las colonias que poseen los tres plasmidos, se hizo un
analisis cualitativo. Las colonias se crecen en medio SGal+ade+leu pH7 con X-gal al
2% a 30 °C durante 48 h.

El X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-b-D-galactopiranosido) es un compuesto
sintético del tipo de los B-galactésidos, que cuando es hidrolizado, forma un producto

de color azul en las células que tienen actividad de B-galactosidasa.

4.8.3. Analisis Cuantitativo.

La actividad de la B-galactosidasa puede ser medida empleando sustratos que al ser
hidrolizados producen compuestos coloreados. Para este ensayo se utiliza ONPG
(o-nitrophenil-p-D-Galactosido) que es un compuesto incoloro, pero cuando es
hidrolizado por la B-galactosidasa produce galactosa y o-nitrophenol, éste ultimo
tiene una coloracién amarilla que puede cuantificarse a 420 nm. Si la concentracion
de ONPG es suficiente, entonces la cantidad de o-nitrophenol producido es

proporcional a la concentracion de enzima presente (Miller, 1992).

Se hizo un cultivo de 10 ml con medio minimo (SD+ade+leu) para cada muestra, se
incubaron a 30 °C en agitacion durante toda la noche. Para realizar el ensayo se
siguid el protocolo descrito en Miller, 1992. Para la cuantificacion de proteinas se

hizo una curva de albumina y se emple6 el método de Bradford.
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4.9. Extraccion y Purificaciéon de Plasmidos de E. coli.
Se sigui6 el procedimiento para miniprep QlAprep de QIAGEN que se basa en la

lisis alcalina de las células. Las muestras se almacenaron a -20 °C.

4.10. Extraccién de DNA de Levaduras.
La extraccion de DNA gendmico se hizo siguiendo la técnica descrita por Hoffman y
Winston, 1987.

4.11. Extraccion de RNA de Levaduras.
Para extraer RNA de levaduras se siguio el protocolo de extraccién con fenol
caliente (Ausubel et al., 1996).

4.12. Transformaciones en Levaduras.

Aunque existen varios métodos para transformar levaduras, en este trabajo se utilizé
Acetato de Litio y PEG (polietilenglicol), siguiendo el método descrito por Adams et
al., 1997. Las células transformadas se plaquearon en medio selectivo (SD-ura) y se

crecieron a 30 °C por 48 h.

4.13. Ensayos de Apareamiento.

El objetivo de estos ensayos es aparear células haploides de sexos contrarios para
evaluar la eficiencia del apareamiento, mediante la obtencion de células diploides.
Es necesario que las células haploides mutantes se complementen genéticamente

con las cepas silvestres.

El ensayo se realiza sembrando parches las células haploides mutantes en medio
selectivo SD, mientras que las silvestres se plaguean en medio rico YPD para
obtener un césped homogéneo de células. Después de dejarlas crecer a 30 °C por
24 h., se aparean por replicacion en terciopelo en medio YPD y se dejan crecer por
24 h. méas a 30 °C. Finalmente se replican en medio minimo SD y se incuban a 30 °C
por 48 h.
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5. Resultados.

5.1. Clonacién del Gen KISTE18 y Analisis de la Secuencia.

La subunidad Gy en K. lactis, codificada por el gen KISTE18, es una pequefia
proteina de 90 aminoacidos (Fig. 10). Este gen se clon6 por medio de técnicas de
PCR (ver materiales y métodos). El producto amplificado fue de 1.488 Kb. Los
oligodesoxinucleotidos que se utilizaron, se disefiaron de acuerdo a las regiones

que delimitan al gen completo.
La clona que se obtuvo tiene una region rio arriba del ORF de 598 pb en la que

probablemente se encuentra la region regulatoria. El polipéptido predicho

conserva un 53% de identidad con la subunidad Gy de S. cerevisiae.

3

ScStel8p MTSVQONSPRLOQPQOEQQQQQOOLS LKIKQLKLKRINELNNKLRRELSRERITASN
¢ Pl treretrr rr-1ir-1rnnl
T T (NS ———— MGELPYKIQELKLRRTEELUNKLRNELARERMTASH

T —
o.l—\r —

ScS8telsp ??Tf?HTT%HTT??TL??LT???V&?SEQ*:EGLKHAQKNﬁQMSHSH?V??TL% (109}
Klstel8p CLSIIDYTSTHKDYAVPEVWGYPMVGENE YENTMREK.NNFARSHEETSAQCTIM| (90)

CAAX

Figura 10. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del gen KISTE18 y ScSTE18. Las letras
de color gris indican las regiones de interaccion con Gp. El recuadro indica el extremo C-terminal
en el que se encuentra la caja CAAX. El alineamiento se realizé con el programa matcher y
prettyplot de EMBOSS (http://132.248.16.25/EMBOSS)/)

En la figura 10 se observan los sitios de interaccion con la subunidad G muy

conservados, al igual que el motivo CAAX.

Una vez que el genoma completo de K. lactis fue liberado, se hizo una busqueda
(blast) en la base de datos de Geénolevures (Souciet et al.,, 2005,

http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA) con el objetivo de encontrar secuencias

similares al gen KISTE18, pero no se encontré ninguna secuencia que tuviera un

porcentaje de identidad representativo.
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5.2. Mutante 4AKIstel8 y su Efecto en el Apareamiento.

Se hizo una mutante AKlstel8 con el objetivo de conocer el fenotipo que produce
la ausencia de la subunidad Gy y saber si ésta es esencial en el sistema de

apareamiento de K. lactis.

5.2.1. Construccion de la Mutante AKlstel8.

El gen KISTE18 y su secuencia regulatoria, se clonaron en el pldsmido pCR4-
TOPO (Pérez R. sin publicar). De esa construcciéon obtuvimos el gen completo
cortando con la enzima EcoRl y lo subclonamos en el plasmido YIp352 (Fig. 11).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de YIp352-KISTE18. La digestion se
hizo con la endonucleasa EcoRl a 37 °C por 1 h. Y esquema de la construccion YIp352-KISTE18.
Los cuadros de color azul muestran el pladsmido Y1p352, y la zona rayada representa el gen
KISTE18. MCS es el sitio de clonaciéon mdltiple.
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Para hacer la interrupcion del gen, se digirio la construccion Ylp352-KISTE18 con
las enzimas Bst Ell y Bgl Il que cortan un fragmento de 60 pb en la mitad del ORF
del gen (Fig. 11). El plasmido digerido se purificd y se utilizd para transformar las
cepas 155 (MATa) y 12/8 (MATa) de K. lactis.

El plasmido Y1p352 contiene el gen URA3 (Fig. 12), de tal manera que las células
que integraron el plasmido en su genoma se pueden seleccionar creciéndolas en

medio selectivo SD-ura.
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Figura 12. Esquema de la interrupcion del gen KISTE18, con el plasmido YIp352 y el gen
URAS. Se indican los sitios de corte de las enzimas de restriccion que utilizamos y el

tamafio de los fragmentos que se obtienen cortando con la enzima Asp 718.

Las células transformadas se plaguearon en medio SD-ura y se incubaron a 30 °C
por 48 h. Se obtuvieron ocho colonias en la cepa 12/8 (MATa) y diez colonias en
la cepa 155 (MATa).

5.2.2. Estructura del Alelo Mutante.

Para comprobar que la estructura del alelo mutante era la esperada, se realizo
una hibridacion tipo Southern con el DNA cromosomico de dos colonias
transformantes de cada sexo. Se incluyé como control positivo el DNA de las
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cepas silvestres, una de cada sexo, este DNA se digiri6 con la endonucleasa
Asp718 que genera solo un fragmento de 1.488 Kb que incluye al gen completo
KISTE18. Una digestion con la misma enzima del DNA de las colonias
transformantes, genera dos fragmentos: uno de 801 pb, y otro de 4.929 kb (Fig. 12
y 13).
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Figura 13. Hibridacion tipo Southern. En los carriles que corresponden a las cepas silvestres se
observa una banda de 1.488 Kb. En el resto de los carriles se muestran dos bandas de 4.929 Kb y
0.801 Kb que corresponden a las cepas mutantes. Para la digestion enzimética se utilizé la

endonucleasa Asp 718.

Se obtuvieron dos mutantes 4Klstel8 para cada sexo, en la figura 13 se pueden
ver las dos bandas del tamafio esperado que muestran que el gen silvestre esta

interrumpido; se puede ver también la banda que corresponde al gen silvestre.

5.2.3. Caracterizacion Fenotipica de la Mutante 4Klstel8.

Con el fin de observar el efecto que tiene una mutante 4AKlstel8 se hizo un ensayo
de apareamiento con las mutantes obtenidas y comprobadas anteriormente. Se
estriaron cepas mutantes y cepas silvestres de ambos sexos en la misma placa.
Se replicaron por terciopelo contra céspedes de cepas silvestres, y se recuperaron
en placas diferentes (Fig. 14). Los céspedes se hacen sembrando las células

uniformemente en todo la placa, independientemente del medio que se emplee.
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Figura 14. Diploides obtenidos por ensayo de apareamiento con las mutantes AKlste18. En los
cuadros superiores se muestran los ensayos hechos con dos mutantes AKlste1l8 de cada sexo.
En los cuadros inferiores se muestra el control positivo, en el que se aparearon dos cepas
silvestres de sexo contrario, y el control negativo en el que se aparearon dos cepas silvestres del

mismo sexo.

En la figura 14 podemos observar que las células diploides de las colonias
mutantes crecieron normalmente; Este resultado muestra que las mutantes se
aparean de manera similar a las cepas silvestres y sugiere que la subunidad Gy no

es esencial en el sistema de respuesta a feromonas de apareamiento en K. lactis.

Una mutante null similar en S. cerevisiae (AScstel8), presenta fenotipo de
esterilidad. Como se puede ver en la figura 15, la esterilidad de las mutantes
AScstel8 es muy claro, a diferencia de las mutantes en K. lactis, que crecen de
manera normal. Una mutante null es una mutacién en el gen que elimina la funcién

de la proteina para la que codifica.
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wt AScste18

Figura 15. Diploides obtenidas por ensayo de apareamiento con mutantes AScstel8 de S.

cerevisiae, y diploides de la cepa silvestre.

5.2.4. Comprobacion de la Expresion del Gen.

Para comprobar que el alelo mutante no se expresa se realizé una hibridacion tipo
northern (Fig. 16); si no se encuentra expresion del gen significara que la
interrupcion del gen se hizo adecuadamente. Se hizo una extraccion de RNA de
cepas silvestres de cada sexo, que utilizamos como control positivo, y de las
colonias mutantes que se emplearon en los ensayos de apareamiento y en la
hibridacién tipo Southern.
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Figura 16. Gel de electroforesis e hibridacién tipo Northern con RNAm extraido de las mutantes

AKlstel8 y de las cepas silvestres.
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Se puede observar que no hay expresion del gen en las mutantes null, lo que
confirma que la falta de la subunidad Gy, no tiene efecto en la via de respuesta a
feromonas de apareamiento en K. lactis. Se observa un poco de expresion en los
carriles de las muestras mutantes, sin embrago, no corresponden al tamafio
esperado del RNAmM del gen STE18 silvestre, esto podria deberse a hibridaciéon
inespecifica, ya que la sonda que se empleo que es el gen completo, es muy
pequefia (0.27 kb).
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5.3. Interaccion entre la Subunidad GB y la Subunidad Gy.

Una vez que observamos que la subunidad Gy es prescindible en el sistema,
decidimos realizar ensayos en los que se pudiera observar si es posible la
formacion del dimero Gy, ya que no se han reportado sistemas en los que la
subunidad Gp sea suficiente para la activacion de la sefal, ni proteinas G
compuestas de soOlo dos subunidades. Se hicieron ensayos de interaccion

proteina-proteina in vivo con el sistema genético de doble hibrido.

En el control positivo se utilizaron dos proteinas que se sabe que interactuan, las
subunidades Ga (KIGPAl) y GB (KISTE4), cuya fuerte interaccion ya fue
previamente reportada (Ongay-Larios et al., 2000). En el control negativo, se
utilizé la endoquitinasa, una enzima que no esta relacionada con el sistema de

respuesta a feromonas y que no interactta con la subunidad Gy.

5.3.1. Analisis Cualitativo de las Colonias con Proteinas Hibridas
Interactuantes.

Obtuvimos doce colonias transformadas con las construcciones pEG202-KISTE18,
pJG4.5-KISTE4 y pSH18-34, que crecieron en medio selectivo (SD-ura-his-trp).
También obtuvimos colonias de los controles positivo y negativo, que crecieron en

el mismo medio selectivo.

En una placa con medio SGal+ade+leu con X-gal al 2% se estriaron las doce
colonias experimentales que se obtuvieron (pEG202-KISTE18 — pJG4.5-KISTE4);
en la misma placa se estriaron cinco colonias del control positivo (pEG202-
KIGPA1 — pJG4.5-KISTE4) y cinco del control negativo (pEG202-KISTE18 —
pJG4.5-Endoch). Se crecieron a 30 °C por 48 h. (Fig. 17).
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Figura 17. Andlisis cualitativo de las colonias transformadas. El medio utilizado es
SGal+ade+leu con X-gal. Los niumeros 4, 5 y 10 sefialan las colonias que elegimos para realizar el

ensayo cuantitativo de p-galactosidasa.

De las colonias experimentales se pueden ver seis que se tifieron de color azul
intenso (Fig. 17), lo que nos indica que éstas tienen proteinas hibridas que
interactian. Las clonas que crecimos del control positivo se ven todas de color
azul, algunas de las colonias experimentales se ven con un color mas intenso que
los controles positivos y otras no se tifieron de color azul, lo que podria deberse a
la cantidad de proteina que tienen: entre mas proteina, la intensidad de la

coloracién es mayor, porque hay mas actividad del reportero.

5.3.2. Analisis Cuantitativo de la Actividad de la B-galactosidasa.

Se seleccionaron tres de las colonias que se tornaron de color azul para hacer un
ensayo cuantitativo del reportero p-galactosidasa. Las colonias que utilizamos
estdn marcadas con los numeros 4, 5 y 10 en la figura anterior. En total se
realizaron tres ensayos de [B-galactosidasa. Los dos primeros experimentos se
hicieron con las colonias 5y 10 y en el tercero se incluy6 también a la colonia 4.
Los tres experimentos se hicieron por triplicados de cada muestra y se incluyeron
los mismos controles positivos y negativos que se utilizaron en el analisis

cualitativo (Fig. 18).
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En la grafica (Fig. 18) se puede ver que hay una alta interaccion entre las
subunidades Gy y G, incluso mayor que la interaccion que presenta el control
positivo; Este resultado es de esperarse, ya que Gy y Gp forman un dimero en los

sistemas que ya se han descrito.

Actividad de p-Galactosidasa

GylGE

GolGR

Gy Endoch - -|

T T ¥ T T 1
1] 25 50 5 100 1% 150

Unidades de p-galimg de proteinadml (10°%)

Figura 18. La grafica muestra un promedio del valor de la actividad de la B-galactosidasa en las
colonias experimentales (Gy/Gp), del control positivo (Ga/Gp) y el control negativo (Gy/Endoch).Las

barras indican el error estandar.
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5.4. Expresion del Gen Mutante Klste18%®"®'.

Se sabe que la subunidad Gy sufre una farnesilacion post-traduccional. En K. lactis
el motivo CAAX esté altamente conservado, lo que indica que la subunidad Gy en
ésta levadura podria farnesilarse, y asi hacer mas eficiente la respuesta a
feromonas de apareamiento. La farnesilacién se hace en el residuo de cisteina del
motivo CAAX en el extremo carboxilo-terminal; Una mutante Scste18%"% en S.
cerevisiae, que tiene un cambio de éste residuo de cisteina por una serina, es
negativa porque inhibe el apareamiento y es dominante porque cuando compite
con el gen silvestre, no se activa el sistema de respuesta a feromonas de
apareamiento, esto podria deberse a que la subunidad Gy mutante secuestra a la
subunidad G y al no poder anclarse a la membrana, no se activan los efectores
que se encuentran rio abajo del dimero (Hirschman y Jenness, 1999). En nuestro
trabajo se hizo una mutante Kiste18%™®’ en K. lactis, que es una mutacién
equivalente a Scste18%%", ya que tiene un cambio de la cisteina del motivo CAAX
por una serina, el objetivo de este experimento es conocer el fenotipo que produce

ésta mutante en K. lactis.

5.4.1. Construccion del Gen Mutante Klste18%®®,

La mutacion se hizo por medio de PCR. Se disefidé un oligodexonucleétido con un
cambio de un nucleétido timina por adenina en la posicion +259, que se traduce en
el cambio de un residuo de aminoacido completo: cisteina 87 por serina (Pérez R.

sin publicar).
Se hicieron dos construcciones, ambas en el plasmido YEpKD352; Una de ellas se
hizo con el gen mutante y la segunda con el gen silvestre para utilizarlo como

control positivo.

Obtuvimos las siguientes dos construcciones: YEpKD352 - KISTE18 y YEpKD352
- Klste18%¢™7 (Fig. 19).
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Figura 19. Esquema de las construcciones YEp352- KISTE18 y YEpKD352- Klste18°"®'. Los
cuadros de color gris muestran la estructura de los plasmidos, en color gris claro se muestra el
origen de replicacion pKD1 para K. lactis. La zona rayada representa el gen KISTE18, con un

triAngulo se muestra el sitio de la mutacion. MCS es el sitio de clonacion mdltiple.

8% en K. lactis.

5.4.2. Efecto de la Expresién de Klistel
Se transformaron las cepas 155 (MATa) y 12/8 (MATa), con el gen silvestre, el
gen mutante y el pldsmido YEpKD352, de forma que se hicieron 6 diferentes

transformaciones (Fig. 20).

Realizamos ensayos de apareamiento de las colonias transformantes contra

céspedes de las cepas silvestres del sexo contrario.
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Figura 20. Diploides obtenidos por ensayos de apareamiento con K. lactis. Los cuadros de la

izquierda muestran las células obtenidas del apareamiento de la mutante Klste18%"'.

En los cuadros centrales se muestra el control positivo que es el plasmido con el gen silvestre.
En los cuadros de la derecha se muestra un control positivo del plasmido sin insertos. A) Las
transformaciones se hicieron en la cepa 155 MATa y el apareamiento se hizo contra la cepa 12/8
silvestre, B) Las transformaciones se hicieron en la cepa 12/8 MATa y el apareamiento se hizo
contra la cepa 155 silvestre. En cada caso se probaron 10 colonias, en la figura s6lo se muestra
una colonia representativa para cada apareamiento. Las células diploides fueron recuperadas en

medio minimo SD.

En la figura 20 se observa que las células diploides resultantes del apareamiento
de las colonias mutantes, crecieron de manera similar a los controles positivos,
esto nos indica que el apareamiento fue eficiente, en todas las colonias que se
probaron. Este resultado es congruente con los resultados que obtuvimos
anteriormente en este trabajo, ya que observamos que una mutante AKlstel8 no
es estéril. Confirmando asi, que la subunidad Gy de K. lactis no es esencial en el
sistema de respuesta a feromonas.

8%¢8%7 en S. cerevisiae.

5.4.3. Efecto de la Expresion de Klstel
En S. cerevisiae las mutantes ste18%*"%’ son mutantes negativas dominantes,
como se menciond anteriormente. Se hicieron transformaciones de la cepa W303-

1A con el gen mutante Klste18%®®" para saber si esta mutacién también es
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8ser107

dominante en S. cerevisiae, como la mutante Scstel o si tiene algun efecto

en el apareamiento (Fig. 21).

Las construcciones se hicieron de manera similar que en K. lactis, solamente que
se empled el plasmido YEp352 que posee el origen de replicacion 2u, que es de
S. cerevisiae. También se hicieron transformaciones con el gen silvestre y el

plasmido YEp352, como controles positivos.

W305-1 8- ERSa2 — KISTENS

Wir303-1 8- YER3S2 — Klste ] 5 We303-1 - Ep352

Figura 21. Diploides obtenidas por ensayos de apareamiento con S. cerevisiae. El cuadro de la
izquierda muestra las células obtenidas del apareamiento de la mutante Klste18%"®’
W303-1A MAT « contra la cepa 70 MATa que es silvestre.

En el cuadro central se muestra el control positivo que es el plasmido YEp352 con el gen silvestre

en la cepa

KISTE18. En el cuadro de la derecha se muestra un control positivo del plasmido YEp352 sin
insertos. En cada caso se probaron 10 colonias, en la figura s6lo se muestra una colonia
representativa para cada apareamiento. Las células diploides fueron recuperadas en medio minimo
SD.

Se puede observar en la figura 21 que la mutacion no tiene un efecto aparente en
la via de respuesta a feromonas de S. cerevisiae, ya que las mutantes Klste18%®"®’
se aparean de forma normal, a diferencia de lo que sucede con las mutantes

Scste18°°%7 en las que el fenotipo es claramente estéril.
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6. Discusion.

El gen STE18 que codifica para la subunidad Gy de la proteina G heterotrimérica, es
claramente necesario en la respuesta a feromonas de apareamiento en S.
cerevisiae, los ensayos de apareamiento hechos con las mutantes AScstel8
demostraron que dichas mutantes son estériles, ademas de ser deficientes en la
sintesis y en la secrecion de feromonas de apareamiento (Whiteway et al. 1989).
Este gen codifica para una proteina que es similar a la cadena y de la transducina de
bovino (Hurley et al., 1984) ambas son pequefias proteinas hidrofilicas con una
secuencia CAAX muy conservada en su extremo carboxilo (Clarke et al., 1988). Las
subunidades GB y Ga de K. lactis estan altamente conservadas, Gy también esta
bien conservada, aunque presenta mas variabilidad en su estructura; Sin embrago,
una mutante AKlstel8 en K. lactis parece no tener efecto en el apareamiento, lo que
indica que la subunidad Gy de K. lactis no participa o puede ser dispensable en esta
via de respuesta a feromonas; Este resultado es contrario a lo que se ha descrito
anteriormente en sistemas similares, ya que no hay reportes de subunidades G que
puedan activar la cascada de sefializacion por si solas, ni tampoco se han reportado

proteinas G que no estén formadas por tres subunidades.

La estructura deducida del cristal del heterodimero Gpy de la proteina G de la
transducina revela una estructura de propela caracteristica, compuesta por 7 hojas
B-plegadas; El extremo amino-terminal de GB se extiende como una estructura
enrollada sobre el extremo amino-terminal de la subunidad Gy (estructura conocida
como “coiled-coil”) de forma que entra en contacto con las hojas 4 y 5 (Sondek et al.,
1996) (Fig. 5). En S. cerevisiae la estructura del dimero es similar (Dowell et al.,
1998), GB y Gy forman una estructura muy estable, que sélo puede ser disociada por

desnaturalizacion (Hamm, 1998).

La secuencia primaria de las subunidades G y Gy de K. lactis, muestra que los
dominios de interaccion entre ellas estan altamente conservados; Estas
observaciones junto con los datos reportados acerca de la interaccion entre las

subunidades GB y Gy, nos indicaban que probablemente se podia formar el dimero
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GBy en K. lactis. Para comprobar esta hipotesis, realizamos un ensayo de
interaccion con el sistema genético de doble hibrido, y encontramos que la
interaccion entre estas subunidades es muy fuerte. Aunque no tenemos los datos
necesarios para afirmar la formacién del heterodimero, podemos concluir que es
muy posible que la subunidad Gy se encuentre asociada a G en el sistema de

respuesta a feromonas, a pesar de no ser esencial.

Se ha encontrado que el 40% del total de los dimeros Gy en la célula se encuentran
asociados a la membrana plasmatica, el resto se encuentra en membranas internas
o en forma libre (Hirschman et al., 1997). La asociacion estable del dimero GBy con
la membrana plasmatica depende de su interaccién con la subunidad Ga, mas no
depende de su interaccion con el receptor (Hirschman et al., 1997). El heterodimero
es capaz de anclarse a la membrana plasmatica por una modificacion lipidica post-
traduccional, una farnesilacion en el extremo carboxilo-terminal de la subunidad Gy
(Fig. 4). La localizacién del dimero en la membrana plasmatica es importante porque
permite la reasociacion del heterotrimero cuando la sefal ha terminado, y asi la
inactivacion de la cascada de MAPK vy la restitucion del ciclo celular (Whiteway y
Thomas, 1994; Grishin et al., 1994). Se han hecho mutaciones directas, deleciones y
sustituciones, en la cisteina 107 de STE18 de S. cerevisiae y se ha observado que
este aminoacido es indispensable para que se lleve a cabo la farnesilacion que a su
vez es esencial para la activacién de la respuesta a feromonas de apareamiento
(Whiteway y Thomas, 1994; Grishin et al., 1994; Chinault y Blumer, 2003; Hamm,
1998) (Fig. 4). El efecto negativo dominante de una mutante Ste18%"°" se debe tal
vez, a que la subunidad Gy secuestra a la subunidad Gp, impidiendo su
acercamiento a la vecindad del receptor, de forma que es dominante sobre la
subunidad Gy silvestre e impide la transduccion de la sefal. Se ha reportado también
que la subunidad G interviene en el intercambio de GDP/GTP en la subunidad Ga,
los autores sugieren que la subunidad G mantiene a la subunidad Ga en la posicion
adecuada para que la liberacion de GDP ocurra, y para esto es necesaria la
localizacion del dimero en la membrana (Ford et al., 1998; Hamm, 1998; Ongay-
Larios et al., 2000).
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Conociendo estos antecedentes hicimos una mutante Klste18%¢"’

que tiene
sustituida la cisteina de la caja CAAX, por una serina. Observamos que las mutantes
se siguen apareando de forma normal, aunque esperariamos que la eficiencia del
apareamiento se viera afectada. No podemos aseverar que la mutante no fue
farnesilada, tal vez se requiere hacer una mutacion en la farnesiltransferasa para
comprobar el fenotipo observado; Otra hipotesis es que esta mutacion es recesiva
y
observar la respuesta a feromona para determinar si la mutacion Klste18%™’ es

en K. lactis, por lo que serfa interesante hacer una mutante AKlste18- Klste18%™’

recesiva o si simplemente no afecta la via. Sin embargo, el resultado que obtuvimos
es congruente con nuestras observaciones anteriores, ya que la mutante 4Klstel8
tampoco tiene efecto en el apareamiento, confirmando asi que la subunidad Gy es

dispensable en el sistema de apareamiento de K. lactis.

Nuestros resultados indican que a pesar de que es posible la formacion del dimero
GpBy, la subunidad Gy es dispensable en el sistema, contrario a lo que se ha
reportado acerca de las proteinas G heterotriméricas que responden a feromonas de
apareamiento. Creemos que la funcién de la subunidad Gy en K. lactis es potenciar
la respuesta a feromonas, sin ser esencial. Sin embargo, no se han reportado
subunidades GB que actiuen en forma monomérica. Se ha observado que la
subunidad G posee sitios de interaccion con las MAPK que se activan rio abajo
(Dowell et al., 1998; Akada et al., 1996) pero no se han reportado sitios en la
subunidad Gy que interactien con estos efectores rio abajo; Es posible que G en K.
lactis sea suficiente para activar la cascada de sefializacion ya que el mecanismo de

activacion es independiente del anclaje del heterodimero en la membrana.

Auln cuando esta opcion sea posible, la subunidad G es una proteina citosdlica, por
lo que seria dificil que se encontrara en la vecindad del receptor. Podria ser que Gf3
de K. lactis sufra alguna modificacion lipidica que le permite asociarse a la
membrana plasmatica, o que se asocie a la subunidad Ga y de esta forma se sitie

en la cercania del receptor.

Existe, sin embargo, la posibilidad de que G no se requiera para activar los

efectores rio abajo, y que la subunidad Ga sea suficiente para realizar esta
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actividad, siendo GB so6lo un modulador de la actividad de Go. Empero, hemos

observado en el laboratorio que una mutante AKlste4 es estéril.

La importancia de nuestros resultados radica en que las proteinas G estan
involucradas en una gran variedad de respuestas a diferentes estimulos. En células
de mamiferos las proteinas G tienen mdultiples papeles incluyendo la regulacion de
varias isoformas de la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C, canales de potasio, canales
de calcio dependientes de voltaje, canales de sodio y receptores p-adrenérgicos
(Dowell et al., 1998; Hamm, 1998). La subunidad Ga. en mamiferos, al igual que en
K. lactis, tiene un papel positivo en el sistema, ya que tiene efectores rio abajo, lo
gue hace aun mas importante la descripcion de la via de sefializacion en respuesta a

feromonas en ésta levadura.
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7. Conclusiones.

El gen KISTE18 codifica para la subunidad Gy de la proteina G heterotrimérica en la

via de repuesta a feromonas de apareamiento.

La proteina KISte1l8p no es esencial en el proceso de apareamiento.

Hay una fuerte interaccion entre las subunidades G y Gy lo que nos indica la

posible formacion del heterodimero.

8%°®" siguen apareandose de forma normal,

Las colonias que expresan Kistel
confirmando asi, que KIStel8p no se requiere en el sistema de respuesta a

feromonas de apareamiento de K. lactis.
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8. Perspectivas.

En este trabajo comprobamos que la subunidad Gy no participa en el sistema de
repuesta a feromonas de apareamiento de K. lactis. Sin embargo, se demostrdé que

esta subunidad presenta una alta interaccion con KliSte4p.

Un ensayo de co-inmunoprecipitacion, podria servir para confirmar la formacién del

heterodimero en esta via.

Es importante cuantificar la eficiencia de los apareamientos de las mutantes
AKlstel8, ya que podria ser menor que en las cepas silvestres, confirmando asi la
hipotesis de que KliStel8p hace mas eficiente la respuesta a feromonas, sin ser

esencial.

8°®" no es esencial en el apareamiento, pero

En este trabajo observamos que Kistel
los ensayos no fueron suficientes para determinar si esta mutacion es recesiva. Por
lo tanto es importante hacer una mutante AKlIste18-Klste18%™ y observar el efecto

gue produce en el apareamiento.

Probablemente otra de las funciones de la subunidad Gy es la activaciéon de los
efectores, por esto es importante la realizacién de ensayos de interaccién entre el
dimero KlISte4p/KIStel8p y sus posibles efectores, asi como ensayos de interaccion

con la subunidad KISte4p y sus posibles efectores.
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9. Apéndice.

En experimentos recientes encontramos que la interrupcién del gen KISTE18

(subunidad Gy) reduce el apareamiento significativamente.

Se realizaron ensayos cuantitativos de apareamiento, que consisten en poner un
millén de células de cada sexo que se va a aparear en 100 ml de medio YPD, el
apareamiento se deja por 5 h. y transcurrido ese tiempo se hacen diluciones 1:100
con agua estéril, se plaguean en medio SD, y se dejan incubando a 37 °C por dos
dias. Se observdé que la eficiencia del apareamiento se reduce al 20%. Esta
reduccion del apareamiento no puede observarse claramente en los apareamientos

realizados por parches (Fig.22).

Estos resultados sugieren que KIStel8p no es esencial en el apareamiento, porque
las mutantes AKlstel8 se pueden aparear, sin embargo, la eficiencia de este evento
se reduce, sugiriendo asi que la subunidad KISte18p participa en el sistema pero no

es esencial.

12/8 AKIste18 155 AKIste18 Silvestre

Figura 22. Apareamiento cuantitativo con las mutantes AKlste18 en cada sexo. Como control positivo

se hizo un apareamiento entre cepas silvestres.
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