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RESUMEN 
 

El apareamiento en levadura se inicia por la unión de feromonas a un 

receptor acoplado a proteína G que se expresa en células haploides. Nosotros 

analizamos el papel de los receptores KlSte2 y KlSte3 en Kluyveromyces lactis 

de la vía de respuesta a feromona, así como los genes que codifican para 

cinasas y proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK). Las cepas 

mutantes de componentes de la vía de transducción de señales fueron probadas 

por su capacidad para aparearse y responder a estrés osmótico. La expresión 

de cada uno de los genes de los receptores es sexo específico. Mutantes de 

ambos genes son estériles y el defecto de cada gen puede revertir con la 

expresión mediante un plásmido. La región citoplásmica del extremo carboxilo 

terminal de KlSte3p interacciona fuertemente con la subunidad (Gα) KlGpa1p 

que esta involucrada en la transducción estimulada por la feromona para inducir 

el apareamiento. La MAPK cinasa cinasa KlSte11p (MAPKKK) participa tanto en 

apareamiento como en respuesta osmótica, mientras que la proteína de 

andamiaje KlSte5p y la MAPK KlFus3p son específicos de apareamiento. La 

cinasa activada por p21 Klste20 y la cinasa KlSte50 participan en ambas vías. 

Experimentos de asociación de proteínas mostraron que KlSte50p y KlSte20p 

interaccionan con Gα y Gβ, respectivamente. Además KlSte50p y KlSte20p 

mostraron interacción con KlSte11p. Mutantes de KlHOG1 y KlPBS2 que son 

genes de la respuesta canónica a estrés osmótico, resultaron sensibles a altas 

concentraciones de sal y altas concentraciones de sorbitol, pero son 

dispensables en apareamiento. La mutante de la MAPKK KlSte7p tiene un fuerte 

efecto en apareamiento y también muestra sensibilidad a estrés osmótico. 

Finalmente, encontramos evidencia de interacción física entre KlSte7p y 

KlHog1p, además de disminuir los niveles de fosforilación de KlHog1p después 

de un choque hiperosmótico en células que no expresan KlSte7p. Este estudio 

nos revela nuevos papeles para componentes de sistemas de transducción de 

señales en levaduras. 
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SUMMARY 
 

 

Mating in yeast is initiated by binding of pheromone to G-protein-coupled 

receptors expressed in haploid cells. We analysed the role of KlSte2p and 

KlSte3p receptors in the Kluyveromyces lactis mating pathway as well as genes 

encoding kinases and mitogen-activated protein kinases (MAPKs). The mutated 

strains were assayed by their capacity to mate and to respond to hyperosmotic 

stress. The expression of each receptor gene is sex-specific. Disruption mutants 

of both genes were found to be sterile, and this defect is reversed by plasmidic 

copies of each gene. The cytoplasmic C-terminus of KlSte3p interacts strongly 

with the KlGpa1p (Gα) subunit, which is involved in the transduction of the 

pheromone stimulus to induce mating. The Ste11p (KlSte11p) MAPK kinase 

kinase (MAPKKK) was found to act in both mating and osmoresponse pathways 

while the scaffold KlSte5p and the MAPK KlFus3p appeared to be specific for 

mating. The p21-activated kinase KlSte20p and the kinase KlSte50p participated 

in both pathways. Protein association experiments showed interaction of 

KlSte50p and KlSte20p with Gα and Gβ, respectively, the G protein subunits 

involved in the mating pathway. Both KlSte50p and KlSte20p also showed 

interaction with KlSte11p. Disruption mutants of the K. lactis PBS2 (KlPBS2) and 

KlHOG1 genes of the canonical osmotic response pathway resulted in mutations 

sensitive to high salt and high sorbitol but dispensable for mating. Mutations that 

eliminate the MAPKK KlSte7p activity had a strong effect on mating and also 

showed sensitivity to osmotic stress. Finally, we found evidence of physical 

interaction between KlSte7p and KlHog1p, in addition to diminished Hog1p 

phosphorylation after a hyperosmotic shock in cells lacking KlSte7p. This study 

reveals novel roles for components of transduction systems in yeast. 
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ESTRUCTURA DE LA TESIS 
 

Este trabajo de Tesis se organiza de la siguiente manera: 

 

Dentro de la introducción se anexa como antecedentes la revisión “The 

pheromone response pathway of Kluyveromyces lactis”, donde se explican los 

antecedentes que teníamos del sistema de respuesta a feromona en K. lactis al 

comenzar este trabajo y como complemento de la introducción anexo el artículo 

“Kluyveromyces lactis sexual pheromones. Gene structures and cellular 

responses to alpha-factor”, en donde describimos a la feromona α. 

 

Los Materiales y Métodos se describen en detalle en cada uno de los 

artículos “The KlSTE2 and KlSTE3 genes encode MATalpha- and MATa-specific 

G-protein-coupled receptors, respectively, which are required for mating of 

Kluyveromyces lactis haploid cells” y “Protein kinases involved in mating and 

osmotic stress in the yeast Kluyveromyces lactis”, por lo que sólo se describen 

de manera general en este trabajo. 

 

Los Resultados se presentan en los dos artículos mencionados 

anteriormente. 

 

En la Discusión se condensan ambos artículos y se tratan de una manera 

más extensa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506833?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506833?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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INTRODUCCIÓN 
 

Los organismos están expuestos a una gran cantidad de estímulos 

externos (cambios de temperatura, nutrientes, iones, hormonas, drogas, etc.) 

que tienen como consecuencia la activación de una  respuesta específica. 

Muchas veces, estos estímulos causan un estrés que es necesario contener de 

manera inmediata para poder sobrevivir. Es importante conocer la manera como 

se induce este estímulo y cual es la respuesta de la célula, ya que al ser 

esencial para la supervivencia, es necesario entender estos procesos para poder 

evitarlos y actuar una vez que se presentan. 

 

Las levaduras son un modelo atractivo para poder estudiar la respuesta a 

estrés, ya que al ser un eucarionte unicelular y de vida libre, está expuesta a 

cambios drásticos en su medio y ha desarrollado una serie de mecanismos para 

responder a una gran variedad de estímulos. Se sabe que estas respuestas 

están mediadas generalmente por vías de señalización que dependen de 

proteínas que se encuentran en la membrana plasmática. Éstas al ser activadas 

transmiten la señal dentro de la célula por medio de la fosforilación de proteínas 

cinasas, que a su vez fosforilan a otras proteínas y que tienen como 

consecuencia la activación o inhibición de la transcripción de grupos específicos 

de genes (Chen and Thorner, 2007). Esta forma de responder a los diferentes 

estímulos está conservada en el resto de los eucariontes.  

 

El último elemento de la cascada de fosforilación, que es el responsable 

de la regulación de genes ya sea directa o indirectamente, se le denominó 

proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK por sus siglas en inglés) por lo 

que a estas vías de señalización se les conoce como vías de MAP cinasas, 

compuestas generalmente de tres elementos. Una vez llegado el estímulo, este 

se traduce en la activación del primer elemento, una MAPK cinasa cinasa 

(MKKK) mediante otra cinasa o alguna proteína de unión a GTP de la familia 

Ras o Rho. Estas MAPKKK activadas, fosforilan al segundo elemento, una 
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MAPK cinasa (MKK) para que ésta a su vez active por medio de fosforilación al 

tercer elemento, la MAP cinasa (MAPK). Las MAP cinasas son proteínas que 

generalmente al ser fosforilados se translocan al núcleo para activar la expresión 

de genes o fosforilar a otras proteínas que intervienen en el control de la 

activación transcripcional (Widmann et al., 1999).  

 

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se han descrito varias vías en 

donde intervienen MAP cinasas responden a distintos estímulos como estrés 

osmótico, integridad de la pared celular, respuesta a feromona y falta de 

nutrientes. A pesar de activarse por estímulos distintos, comparten algunos 

elementos que transducen la señal, aunque las respuestas son distintas; es por 

eso que es necesario estudiar más la regulación de estos sistemas para 

entender qué delimita o da la especificidad. 

 

Sistema de Respuesta a Feromona en S. cerevisiae. 
 

Durante el ciclo de vida de hongos unicelulares, como S. cerevisiae, las 

células son estables tanto en su forma haploide como en su forma diploide. 

Existen dos tipos de células haploides, las células de sexo a y las células de 

sexo α. Las células de los dos sexos son morfológicamente idénticas, y sólo se 

diferencian por la expresión de genes específicos según el sexo, regulados por 

los alelos del locus MAT; y se denominan MATa para las células a y MATα para 

las células α. 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 (Dickinson and Schweizer, 1999).  

 

Cada tipo celular haploide secreta al medio una feromona que se conoce 

como factor sexual (Betz and Duntze, 1979; Betz et al., 1977; Duntze et al., 

1970). Éstos se unen a receptores de siete dominios transmembranales. Las dos 

feromonas son sintetizadas como precursores que sufren cortes proteolíticos 
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para activarse (Brake et al., 1983; Julius et al., 1983; Michaelis and Herskowitz, 

1988). El factor-α, que producen las células MATα, es un péptido de 13 residuos 

(Brake et al., 1983; Julius et al., 1983), mientras que el factor-a consta de 12 

aminoácidos y una modificación postraduccional en el extremo carboxilo 

terminal, que consiste en la adición de una grupo isoprenoide de 15 carbonos 

llamado farnesilo (Anderegg et al., 1988; Becker et al., 1987; Betz et al., 1987; 

Michaelis and Herskowitz, 1988). 

 

Al unirse a su receptor, estos factores inducen una serie de cambios 

dentro de las células que culminan en la interrupción del ciclo celular durante la 

fase G1; el reordenamiento de los filamentos de actina que favorece el 

crecimiento polarizado de las células (“shmoo”); cambios en la composición de la 

pared celular y la membrana plasmática para favorecer la fusión celular y la 

modificación de la envoltura nuclear para poder llevar a cabo la fusión de 

núcleos (Marsh L. and M.D., 1997; Sprague G.F. Jr and J.W., 1993). 

 

Para poder llevar a cabo esta serie de cambios en las levaduras, el 

estímulo es transmitido por una cascada de señalización. Los primeros 

elementos de la vía son los receptores de la feromona. Estos receptores, 

pertenecen a la familia de receptores de siete dominios transmembranales 

acoplados a proteínas G; Ste2p es el receptor del factor-α y se expresa en las 

células a, mientras que Ste3p es el receptor del factor-a y se expresa en el otro 

tipo celular. La proteína G heterotrimérica a la que están acoplados estos 

receptores, se compone de Gpa1p que es la subunidad α y de Ste4p-Ste18p 

que son el dímero βγ (Figura 1A).  

 

 

 

 

 

 



 10

 
Figura 1. Vía de respuesta a feromona sexual en S. cerevisiae. A) Cuando el sistema 
no esta activo, las tres subunidades que componen la proteína G heterotrimérica se 
encuentran unidas. B) Una vez que la feromona activa al receptor, los elementos que 
componen la proteína G heterotrimérica se separan, debido al intercambio de GDP por 
GTP en la subunidad α y es el dímero βγ el responsable de transducir la señal mediante 
una cascada de fosforilaciones (flechas negras), que tiene como consecuencia la 
activación de la transcripción de genes que contienen elementos de respuesta a 
feromona (PRE) en su región promotora, por medio del factor transcripcional Ste12p. 

 

 

Una vez que la feromona se une al receptor, éste tiene un cambio 

conformacional que activa a la proteína G promoviendo el intercambio de GDP 

por GTP en la subunidad α, al estar unida a GTP α pierde su afinidad por el 

dímero βγ y así el dímero activa a sus moléculas efectoras induciendo cambios 

conformacionales al interactuar con sus proteínas blanco: Far1p, Ste20p y 

Ste5p. Far1p es una proteína adaptadora del factor de intercambio de 

nucleótidos de guanina (GEF por sus signas en inglés) Cdc24p, que a su vez 

activa a la GTPasa monomérica semejante a Ras, Cdc42p; así, al momento en 

que el dímero βγ es liberado, Far1p recluta a Cdc24p y éste es capaz de activar 

a Cdc42p, que a su vez activa a Ste20p. La activación de estas proteínas es 
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necesaria para reorganizar los filamentos de actina y para crecimiento 

polarizado, eventos necesarios para la fusión celular (Butty et al., 1998; Nern 

and Arkowitz, 1999; Peter et al., 1996; Wiget et al., 2004; Zhao et al., 1995).  

 

La otra molécula que se une al dímero βγ es Ste20p, que pertenece a la 

familia de proteínas cinasas activadas por p21 (PAK) y es una cinasa de serinas 

y treoninas que cumple el papel de una MAPKKK cinasa al activar a Ste11p 

(MAPKK cinasa) (Drogen et al., 2000; Leberer et al., 1992). Ste11p utiliza a su 

proteína accesoria Ste50p para realizar esta interacción, ya que Ste50p cuenta 

con dominios de unión a Ste20p y además a Cdc42p (Ramezani-Rad, 2003; Xu 

et al., 1996).  

 

Por último Ste5p, tercer efector de βγ, es una proteína de andamiaje que 

se une al resto de los componentes de la vía: Ste11p, Ste7p (MAPK cinasa) y 

Fus3p (MAP cinasa), de esta manera se recluta el complejo de MAP cinasas 

necesarias para poder transducir la señal (Choi et al., 1994; Marcus et al., 1994; 

Printen and Sprague, 1994). Finalmente, una vez que Fus3p está activada, 

fosforila al factor transcripcional Ste12p que se une a los elementos de 

respuesta a feromona (PRE por sus siglas en inlgés) (Figura 1B), lo cual 

promueve la transcripción de los genes necesarios para la conjugación de 

células (Elion et al., 1993; Errede and Ammerer, 1989; Hagen et al., 1991). De 

esta forma, al unirse la feromona a su receptor activa el sistema y por medio de 

los tres efectores del dímero βγ, se asegura que se recluten los complejos  

necesarios, se propague la señal y se transcriban los genes de respuesta a 

feromona. 

 
 

Receptores de feromonas en S. cerevisiae. 
 

El receptor de feromonas es el primer elemento de la vía y es el 

responsable de transmitir la señal. Deben de tener la especificidad para 
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activarse sólo por la unión de su ligando y no por otras feromonas de especies 

distintas que podrían estar en el medio. 

 

Estos receptores pertenecen a la gran familia de receptores de siete 

dominios transmembranales acoplados a proteínas G. A pesar de que la 

secuencias de aminoácidos de Ste2p y Ste3p no son similares, estructuralmente 

son semejantes, tienen siete dominios transmembranales, tres asas 

extracelulares y tres intracelulares, con el extremo amino extracelular y el 

extremo carboxilo intracelular (Burkholder and Hartwell, 1985; Hagen et al., 

1986). 

 

El receptor más estudiado es Ste2p, debido a que su ligando el factor-α 

no requiere de la adición de lípidos, como en el caso del factor-a, motivo por el 

cual se ha utilizado desde hace mucho años como un modelo de estudio de 

receptor de hormonas. Se ha propuesto que para la unión del factor-α a Ste2p, 

las asas extracelulares forman un hueco donde se une el ligando, siendo 

esenciales la serina 47 y treonina 48 que corresponden a la interfase entre el 

primer dominio transmembranal y la parte extracelular y la fenilalanina 204 y 

tirosina 266 que se encuentran también en la interfase de los dominios 

transmembranales 5 y 6 respectivamente (Lee et al., 2001; Lee et al., 2002; Lin 

et al., 2003; Naider and Becker, 2004). Por medio de la primera y tercera asas 

intracelulares y el extremo carboxilo terminal, el receptor, es capaz de 

interactuar directamente con las subunidades α y β de la proteína G 

heterotrimérica y esta interacción es necesaria para que se pueda transmitir la 

señal (Blumer and Thorner, 1990; Coria et al., 1996; Chinault et al., 2004; Duran-

Avelar et al., 2001; Ongay-Larios et al., 2000). Para que el receptor pueda 

funcionar de una manera adecuada, es necesaria la formación de oligómeros 

que se ensamblan desde el retículo endoplásmico por medio del motivo GXXXG 

del primer cruce transmembranal, siendo también importantes el segundo cruce 

transmembranal y el extremo amino, aunque recientemente se ha propuesto que 

la unión de su ligando puede favorecer la formación de oligómeros (Overton and 
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Blumer, 2000; Overton and Blumer, 2002; Overton et al., 2003; Shi et al., 2009). 

El receptor no solo es el encargado de detectar la señal del medio, sino que 

también juega un papel importante durante la fusión celular, ya que mutantes 

que carecen del extremo amino terminal, tanto en Ste2p como en Ste3p, tienen 

defectos en la fusión de membranas (Shi et al., 2007). 

 

 

Respuesta a estrés osmótico en S. cerevisiae. 
 

Las levaduras, por las características de su vida libre, están expuestas a 

cambios constantes en su medio, por este motivo necesitan la capacidad de 

responder a estos estímulos adaptándose al medio para poder sobrevivir. Esta 

respuesta se va a traducir en el cambio de expresión de genes, en la vida media 

de proteínas y en la síntesis de moléculas que le ayuden a sobrevivir. Uno de los 

cambios más frecuentes en el medio es la concentración de solutos, cuando 

ésta sobrepasa la osmolaridad interna de la célula, la presión de turgencia 

disminuye. Para restablecer el balance osmótico S. cerevisiae incrementa la 

síntesis de glicerol, un soluto intracelular inerte que es soluble en agua. La vía 

de transducción de señales que es activada después de un choque osmótico se 

le conoce como la cascada de glicerol por alta osmolaridad (HOG por sus siglas 

en ingles).  

 

La vía de HOG es una cascada de MAP cinasas que tiene como 

consecuencia la fosforilación y activación de Hog1p. Ésta proteína es el 

homólogo en levaduras de p38, una MAP cinasa de mamíferos activada por 

estrés, conocidas como SAPK por sus siglas en inglés (Han et al., 1994). 
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Vía de HOG en S. cerevisiae. 
 

La vía de HOG es activada a través de dos diferentes ramas, SHO1 y 

SLN1; la primera es mediada por las proteínas transmembranales semejantes a 

mucina Hkr1p y Msb2p (Figura 2), posibles osmosensores de esta rama 

(Tatebayashi et al., 2007). Estas dos proteínas activan a Sho1p, que a su vez 

junto con Msb2p activan a la GTPasa Cdc42p, que estimula a Ste20p (Raitt et 

al., 2000). Una vez fosforilada, Ste20p activa a Ste11p (como ocurre en 

respuesta a feromona) que a su vez activa por fosforilación a la MAPK cinasa 

Pbs2p. Estos eventos ocurren en la membrana plasmática, donde Sho1p, Hkr1 y 

Msb2 tienen interacción física (Tatebayashi et al., 2007). Además, Sho1p usa su 

dominio SH3 citosólico para formar un complejo que se compone de Ste11p, su 

proteína adaptadora Ste50p y Pbs2p. Por otra parte, Cdc42p activado se une al 

dominio citosólico de Msb2p y a Ste50p (Cullen et al., 2004; Maeda et al., 1995; 

Tatebayashi et al., 2006). De esta manera, se forman complejos que favorecen 

la interacción y promueven la especificidad de las proteínas que conforman las 

ramas, a pesar de que se compartan con otras vías de diferentes respuestas. Al 

estar ensamblados los complejos antes de que se produzca el estímulo se 

favorece que la señal se pueda transmitir más rápido.  

 

La rama SLN1 es activada por la cinasa de histidinas transmembranal 

Sln1p, que además funciona como osmosensor y es parte del sistema de 

fosforrelevo que incluye a las proteínas Sln1p-Ypd1p-Ssk1p, homólogo a los 

sistemas de dos componentes descritos en procariontes (Maeda et al., 1994; 

Posas et al., 1996). Cuando las células están en condiciones iso-osmóticas, 

Sln1p se auto-fosforila y transfiere un fosfato a Ypd1p, que subsecuentemente 

transfiere el fosfato a la proteína reguladora Ssk1p (Figura 2). Cuando Ssk1p 

está fosforilada se evita su interacción con las MAPKK cinasas Ssk2p y Ssk22p. 

Cuando la presión de turgencia cambia, la auto-fosforilación de Sln1p se inhibe, 

teniendo como consecuencia que Ssk1p se desfosforile y así puede unirse a 

Ssk2p y Ssk22p para activarlas (Posas and Saito, 1998). 
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Figura 2. Vía de respuesta estrés osmótico (HOG) en S. cerevisiae. Se compone de las 
ramas SHO y SLN. Cuando el sistema no esta activo la rama de SHO se encuentra 
como un complejo en la membrana plasmática sin que haya fosforilación de sus 
elementos. La rama de SLN cuando no esta activa Sln1p se autofosforila y ésta 
transfiere el fosfato a Ypd1 que a su vez fosforila a Ssk1, de ésta manera se impide que 
Ssk1 se una a Ssk2 o Ssk22 manteniendo el sistema apagado. 
 

 

Las dos ramas, SHO1 y SLN1, convergen cuando las MAPKK cinasas 

Ste11p, Ssk2p y Ssk22p activan y fosforilan a Pbs2p, que a su vez activa a 

Hog1p (Figura 3) por medio de la fosforilación en la Treonina 174 y la Tirosina 

176 (Maeda et al., 1995). Una vez fosforilado Hog1, se transloca al núcleo y 

afecta la expresión de un gran número de genes (O'Rourke and Herskowitz, 

2004; Posas et al., 2000; Rep et al., 2000), gracias a su interacción con 

activadores transcripcionales como Hot1p, Msn1p, Msn2p/Msn4p y Smp1p, así 

como con el represor transcripcional Sko1. Adicionalmente, interactua con la 

maquinaria remodeladota de la cromatina y la RNA Polimerasa II (de Nadal et 

al., 2003; De Nadal et al., 2004; Martinez-Pastor et al., 1996; Proft and Serrano, 

1999; Rep et al., 2000; Rep et al., 2001; Rep et al., 1999). 

 



 16

 
Figura 3. Vía de respuesta estrés osmótico (HOG) activada en S. cerevisiae. Una vez 
que se altera la presión osmótica de la célula, la rama de SHO induce un cambio 
conformacional en Cdc42p activando su dominio de cinasa que tiene como 
consecuencia la transducción de la señal por medio de fosforilación de proteínas 
(indicadas con flechas). La rama de SLN al ser activada se inhibe la fosforilación en el 
sistema de fosforrelevo que al no fosforilar a Ssk1p, ésta pierde afinidad por Ypd1p, 
activa su dominio de cinasa y se vuelve afín a Ssk2p y Ssk22p fosforilandolas para 
activarlas. Ambas vías convergen con la activación de Pbs2p y la fosforilación de Hog1p 
que se importa al núcleo y es capas de alterar la expresión de varios genes. 

 

 

 

Aunque las dos vías convergen en el mismo punto, la rama de SLN1 

responde a cambios en la presión de turgencia, además de tener un bajo umbral 

de activación por KCl (.0625 mM a .25 mM), mientras que la rama de SHO1 es 

activada en condiciones de hiperosmolaridad (por ejemplo, NaCl 0.5 a 1 M) y no 

responde a cambios en la presión de turgencia (Maeda et al., 1995; O'Rourke 

and Herskowitz, 2004; Reiser et al., 2003; Van Wuytswinkel et al., 2000). Esta 

activación diferencial es esencial para la supervivencia de las levaduras en su 

cambiante entorno. Si una de las ramas es inactivada, la otra puede rescatar a la 
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célula en alta osmolaridad, pero si se eliminan las dos ramas las células se 

hacen sensibles a estos cambios y mueren. 
 
 

Kluyveromyces lactis como modelo de transducción de señales. 
 

K. lactis es una levadura petite negativa, es incapaz de crecer en 

ausencia de oxígeno con sustratos fermentables; además de ser negativa para 

el efecto Crabtree, es decir, en condiciones de aerobiosis y grandes 

concentraciones de glucosa, produce biomasa a diferencia de S. cerevisiae que 

produce etanol, sin embargo puede utilizar una amplia gama de fuentes de 

carbono como lactosa (Gonzalez-Siso et al., 2000). A pesar de ser un 

ascomiceto cercano a S. cerevisiae, se estima que estas dos especies 

divergieron hace aproximadamente 80 millones de años, poco antes de que el 

ancestro de S. cerevisiae duplicara su genoma (Thomson et al., 2005). Todas 

estas características hacen a K. lactis un modelo atractivo por sus diferencias 

metabólicas y fisiológicas.  

 

El proceso de conjugación sexual de estas dos levaduras se lleva a cabo 

de manera semejante. Como S. cerevisiae,  K. lactis también presenta dos tipos 

celulares denominados a y α.  

 

En nuestro laboratorio nos hemos interesado en estudiar los sistemas de 

transducción de señales en K. lactis encontrando diferencias importantes con las 

descritas en S. cerevisiae (Coria et al., 2006). 

 

 

Sistema de respuesta a feromona en K. lactis. 
 

El primer sistema en el que nos interesamos fue el de respuesta a 

feromonas. En este sistema describimos que la subunidad α de la proteína G 
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heterotrimérica (KlGpa1p), actúa como una proteína activadora de la señal, ya 

que la cepa ΔKlgpa1 es viable y cuando hacemos ensayos de apareamiento, es 

incapaz de formar células diploides con la misma eficiencia que la cepa silvestre. 

Estos resultados son distintos a lo que ocurre en S. cerevisiae, donde Gpa1p 

juega un papel negativo uniéndose al dímero βγ para evitar que active a sus 

efectores y la mutación de GPA1 es letal, ya que las células al tener activada la 

respuesta de manera constitutiva se quedan en fase G1 indefinidamente (Jahng 

et al., 1988; Savinon-Tejeda et al., 2001). También tenemos indicios de que 

KlGPA1 regula la expresión de genes blanco de la vía como KlFUS1, ya que 

utilizando un reportero con el promotor de éste gen fusionado al gen LacZ de E. 

coli tenemos actividad de la enzima β-galactosidasa cuando expresamos una 

KlGpa1p constitutivamente activa, incluso mayor que la obtenida induciendo sólo 

con feromona y la activación es dependiente del factor de transcripción de la vía 

KlSte12p (Lloret et al., 2003). La subunidad β de la proteína G heterotrimérica 

está codificada por el gen KlSTE4, cuya mutante es completamente estéril y la 

activación de la vía también depende de KlSte12p (Kawasaki et al., 2005). 

Figura 4. 

 
Figura 4. Vía de respuesta a feromona en K. lactis. Tanto la subunidad α (KlGpa1p) 
como la subunidad β (KlSte4p) tienen un papel positivo en la transducción de la señal y 
activan mediante el fector transcripcional KlSte12p al reportero de respuesta a feromona 
KlFus3. 
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Hasta el momento no se han descrito los receptores para K. lactis, ni se 

sabe con que proteínas podrían interactuar para llevar a cabo la activación de la 

vía. El conocimiento que tenemos de la vía de respuesta a feromona sexual está 

descrito en la siguiente revisión, donde ya habíamos comenzado a trabajar con 

algunas de las mutantes de este trabajo. También anexo un trabajo sobre las 

feromonas sexuales en K. lactis que recientemente publicamos. 
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“The pheromone response pathway of Kluyveromyces lactis 
 
 



 21
 



 22
 



 23
 



 24
 



 25
 



 26
 



 27
 



 28
 



 29
 



 30

 

 

 

 

 

 

 

 

“Kluyveromyces lactis sexual pheromones. Gene structures and 
cellular responses to alpha-factor” 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506833?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506833?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
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JUSTIFICACIÓN 
 

En nuestro laboratorio hemos encontrado diferencias en la activación del sistema de 

respuesta a feromona sexual de la levadura Kluyveromyces lactis con respecto a otras 

levaduras ya descritas. Sin embargo, hasta el momento no se han descrito los receptores del 

sistema y no sabemos cual es su papel en la activación del sistema. Por otro lado, se sabe que 

elementos de las vías de transducción de señales se pueden compartir y esto implica 

mecanismos de regulación para la activación específica de las vías. Estos mecanismos de 

regulación aun no se han estudiado en K. lactis, que es un modelo atractivo de estudio, ya que 

contamos con el genoma secuenciado y es fácil de manipular genéticamente. Por lo que 

creemos que el estudio de vías de transducción de señales nos puede ayudar a entender 

nuevos procesos de formas de regulación en células eucariontes. 
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OBJETIVOS GENERALES 
 

 

Identificar los receptores y los componentes de la vía de transducción de señales del 

sistema de respuesta a feromona sexual de la levadura Kluyveromyces lactis. 

 

Determinar si el sistema de respuesta a feromona sexual y el sistema de respuesta a 

estrés osmótico de la levadura Kluyveromyces lactis comparten elementos. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Clonar e interrumpir los genes que codifican para los receptores de la vía de respuesta a 

feromona sexual. 

 

Definir si estos receptores pertenecen a la familia de genes sexo específico.  

 

Identificar si existe interacción entre los receptores y las subunidades α y β de la proteína 

G heterotrimérica del sistema de respuesta a feromona sexual. 

 

Investigar los fenotipos de las mutantes que codifican para cinasas del sistema de 

respuesta a feromona en condiciones de estrés osmótico. 
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MATERIALES Y METODOS 
 
 

Cepas 
 
 
Escherichia coli: DH5α. supE44 ∆lacU169(φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 

       Gm33. λ-in (rrnD-rrnE)1 dam-3 sup-85 

 

Saccharomyces cerevisiae: W303-A. MATa, ade1, ura3, his3, leu2, trp1. 

 

Kluyveromyces lactis:  155. MATα, ade2, his3, ura3. 

    12/8.MATa, lysA, ura3, argA. 

 

Identificación y clonación de genes 
 

Los genes KlSTE2 y KlSTE3 se clonaron mediante una búsqueda por BLAST en la 

secuencia parcial del genoma de K. lactis del Proyecto Genolevure I 

(http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA). Donde se identificaron dos ORFs con una identidad de 

47% y 52.6% con los genes de S. cerevisiae STE2 y STE3, respectivamente. Utilizando los 

oligonucleótidos descritos en la Tabla 1, se amplificó DNA genómico por medio de PCR, de la 

cepa silvestre 155. Los productos de PCR se marcaron con [α-32P]dCTP con el sistema de 

Random Primers (Rediprime™ II, Amersham Biosciences) para utilizarse como sondas en 

hibridaciones tipo Southern utilizando DNA genómico digerido con varias enzimas. Las 

digestiones con EcoRI hibridaron en el rango de 2.1 kpb para KlSTE2 y 3.5 kpb para KlSTE3. 

Se utilizaron fragmentos de estos rangos para ser clonados independientemente en el plásmido 

pBlueScript. Se hizo una búsqueda por tamizaje para encontrar clonas con el ORF completo de 

cada uno de los genes y se comprobaron mediante digestión y secuenciación. 

 

http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA
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Para clonar el resto de los genes que se utilizaron en este trabajo, que corresponden a 

las cinasas de la cascada de señalización de apareamiento y de estrés osmótico, se hizo una 

búsqueda por BLAST en la base de datos del genoma de K. lactis del Proyecto Genolevure II. 

Donde se obtuvo la secuencia de genes putativos que codifican para genes ortólogos 

correspondientes a las proteínas cinasas de S. cerevisiae. Se amplificaron mediante PCR 

utilizando los oligonucleótidos de la Tabla 1 marcados como c y d de cada gen y se utilizó DNA 

genómico de una cepa silvestre (155) como templado. Los productos fueron clonados en el 

vector pGEM®-T Easy Vector (Promega) y secuenciados. Para producir a KlSte7p con una 

marca de seis histidinas en su extremo carboxilo terminal [KlSte7p(His6)] se utilizaron los 

oligonucleótidos Ste7c y Ste7e (Tabla 1). Para generar las mutantes se clonaron los genes en 

el vector de interrupción YIp352 y se digirieron con enzimas de restricción como se describe en 

Kawasaki et al., 2008; Torres-Quiroz et al., 2007 excepto con KlSTE2 que se utilizaron los 

oligonucleótidos b y c (Tabla 1)  utilizando como templado el gen clonado en YIp352. 

 

 

Interacción de Proteínas 
 

Se utilizó el sistema de LexA-B42 de doble híbrido descrito en Kawasaki et al., 2005. Se 

utilizaron los oligonucleótidos marcados como b y c para poder clonar los genes en el plásmido 

correspondiente del sistema de doble híbrido (Tabla1), a excepción de KlSTE3 donde se cortó 

con la enzima de restricción SspI para utilizar sólo el extremo carboxilo terminal (Torres-Quiroz 

et al., 2007). 

 

 

Localización de KlSte3p 
 

El gen que codifica para la proteína verde fluorescente (GFP) se fusionó al extremo 

carboxilo terminal de KlSTE3 digiriendo con la enzima de restricción ClaI en la posición 1189pb. 

Este híbrido se subclonó en el vector de expresión YEpKDGal, que permite controlar la 

transcripción con galactosa (pKlSTE3-GFP). Se transfectó en células ∆Klste3 y se incubó con 

2.5 μg/ml de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 2 horas a temperatura ambiente. Las células 
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se fijaron con el medio para fluorescencia DAKO® (DakoCytomation) y la la fluorescencia de la 

GFP se observó a través de microscopía confocal. 

 

 

Ensayos de apareamiento. 
 
 

Las células a probar se estriaron en cajas con medio selectivo y se incubaron a 30°C 

durante 24 horas. La cepa testigo se creció como cesped en cajas de medio YPD y se 

incubaron bajo las mismas condiciones. Posteriormente, las dos cajas fueron replicadas por 

terciopelo en una caja de YPD a 30°C durante 8 horas, para permitir el apareamiento. 

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 30°C. 

 

 

Ensayos de estrés osmótico. 
 

Las cepas a probar se crecieron durante toda la noche en medio selectivo. 

Posteriormente las células fueron lavadas con agua y resuspendidas en YPD a una DO600nm de 

0.1 para ser incubadas. Una vez que los cultivos llegaron a una DO600nm de 0.5, se hicieron 

diluciones seriadas y se gotearon en YPD conteniendo 0.5 M KCl o 1 M D-sorbitol. Las cepas 

se incubaron a 30ºC. Las cajas se fotografiaron después de 48hr de incubación. 
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Tabla 1. Lista de oligonucleótidos que se utilizaron en este trabajo. Los oligonucleótidos marcados con a 
y b se utilizaron para realizar interrupciones del gen correspondiente y los oligos c y d se clonaron en 
plásmidos de doble híbrido. Las excepciones están indicadas en el texto. 
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Ensayos de Fosforilación. 
 

Para determinar el grado de fosforilación de KlHog1p y el total de ésta 

proteína, en la cepa silvestre, ΔKlpbs2 y ΔKlste7, cultivos de 5 ml en fase 

exponencial se centrifugaron y resuspendieron en YPD o YPD con KCl 0.5 M 

durante diferentes tiempo. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en 

Buffer de carga (SDS 5%, Tris-HCl [pH 7.5] 0.1 M, glicerol 5%, 2-mercaproetanol 

0.07 M, azul de bromofenol 0.02 mM), hirviéndolos durante 5 min. Las muestras 

se centrifugaron y el sobrenadante se tranfirió a tubos limpios. Una alícuota de la 

muestra fue cargada en geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida al 10% y 

fueron transferidas a una membrana de transferencia Immobilon-P™ (Millipore 

Corporation). 

 

 

Inmunodetección. 
 

Las membranas se incubaron con buffer de bloqueo (1X PBS, 1% 

albumina, 0.05% Tween 20) durante una hora a 37ºC. Después fueron 

incubados en el mismo buffer con anticuerpo policlonal de conejo anti-Hog1p 

(Santa Cruz Biotechnology) o con el anticuerpo monoclonal de conejo anti-p38-

fosforilado (Cell Siganling Technology) durante una hora a temperatura 

ambiente. Para detectar el anticuerpo, se incubó durante 40 min con el 

anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina G de conejo  acoplado a peroxidasa 

(Zymed) y se reveló por medio del kit de quimioluminiscencia para peroxidasa 

LumiGLO® (Millipore Corporation).  
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Ensayo de Inmunoprecipitación 
 

Células transformadas con el plásmido pPHO o pPHO-KlSte7(His6) se 

incubaron a 30ºC en 50 ml de medio selectivo hasta una DO600nm 0.25. Se les 

agregó KH2PO4 a una concentración final de 10 mM y se incubaron durante 2 h 

a 30ºC. La mitad del cultivo se trató con KCl 0.5 M durante 10 min. Las células 

fueron centrifugadas y resuspendidas en 300μl de buffer TEA (Tris [pH 7.4] 10 

mM, EDTA 1 mM, PMSF 100 mM, NaN3 20 mM y el inhibidor de proteasas 

Complete™ (Roche) 1 X). Se extrajo proteína rompiendo las células con perlas 

de vidrio, se ajustó el volumen de las muestras a 800μl con buffer TEA y se 

agregaron 10μl de anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa (Roche), se 

incubaron durante toda la noche a 4ºC en agitación constante. Se agregaron 

60μl de perlas de agarosa acopladas a proteína G (Upstate) e incubaron durante 

2 h. Las perlas se lavaron lavadas tres veces con 1.0 ml de buffer TNTE frío 

(Tris [pH 7.4] 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.1% y EDTA 1 mM). Se 

agregaron 30μl de buffer de carga y se hirvieron durante 5 min, posteriormente 

se enfriaron en hielo durante 5 min y se centrifugaron. 20μl de sobrenadante de 

cada muestra se utilizó para hacer un inmunoblot contra Hog1p como se 

mencionó antes. La inmunoprecipitación recíproca se hizo con 5μl de anticuerpo 

anti-Hog1p (Santa Cruz Biotechnology) para precipitar y el blot se reveló con el 

anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa. 
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RESULTADOS 
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“The KlSTE2 and KlSTE3 genes encode MATalpha- and MATa-
specific G-protein-coupled receptors, respectively, which are 

required for mating of Kluyveromyces lactis haploid cells”
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“Protein kinases involved in mating and osmotic stress in the 
yeast Kluyveromyces lactis” 
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DISCUSIÓN 
 

Sistema de Respuesta a feromonas en K. lactis. 
 

El sistema de respuesta a feromonas de K. lactis, a pesar de utilizar la 

misma cascada de MAP cinasas que S. cerevisiae, presenta diferencias 

importantes en la manera de transducir la señal.  

 

Los receptores de feromona, tanto KlSte2p como KlSte3p, contienen 

regiones sumamente conservadas como los dominios transmembranales, la 

segunda y tercer asa intracelular, llegando a tener hasta un 86% de identidad en 

ésta última.  

 

El extremo carboxilo terminal de Ste2p es necesario para la regulación y 

la estabilidad de la proteína, ya que mutantes que carecen de esta región tienen 

defectos en la formación y orientación de las proyecciones que forma la célula al 

estar en presencia de feromona, no se adaptan a la respuesta y su 

internalización es más lenta (Konopka et al., 1988; Reneke et al., 1988; Vallier et 

al., 2002). Ste2p se regula por medio de su secuencia SINNDAKSS, ya que al 

ser fosforiladas estas serinas (S), se puede ubiquitinar alguna de las siete lisinas 

(K) de su extremo carboxilo terminal, para activar la endocitosis del receptor; 

también se regula por un mecanismo independiente de ubiquitina por medio de 

la secuencia GPFAD (Hicke and Riezman, 1996; Hicke et al., 1998; Rohrer et al., 

1993; Terrell et al., 1998). Sin embargo la identidad entre el extremo carboxilo 

terminal de Ste2p y KlSte2p es sólo del 21%, siendo la región menos 

conservada de la proteína. En KlSte2p no se pudo localizar una secuencia 

semejante a SINNDAKSS de Ste2p, por lo que aun queda por explorar los sitios 

de regulación de este receptor. 
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En Ste3p se ha identificado la secuencia NPFSTD como señal de 

internalización independiente de ubiquitina (Tan et al., 1996). También se sabe 

que la región del residuo 414 al 451 es ubiquitinada principalmente en K432 

aunque en ausencia de ésta K424 o K453 pueden utilizarse para regular su 

internalización (Roth and Davis, 1996; Roth and Davis, 2000; Roth et al., 1998). 

Al igual que como sucede con Ste2p, el extremo carboxilo de Ste3p y KlSte3p 

tiene poca similitud, sólo de 22%. No es posible encontrar secuencias parecidas 

a las ya descritas como importantes para su regulación. Ste3p tiene 17 lisinas en 

la parte que corresponde al extremo carboxilo terminal, a diferencia de KlSte3p 

que sólo tiene 7, por lo que es difícil pensar cuales serían sus posibles puntos de 

regulación para la endocitosis del receptor. Esto sugiere que los mecanismos de 

regulación de los receptores para feromona en K. lactis, son distintos a los de S. 

cerevisiae. 

 

Los genes de los receptores son sexo específicos, es decir KlSTE2 

solamente se expresa en las células Mata y KlSTE3 sólo se expresa en células 

Matα, teniendo como ligando a la feromona α y a respectivamente. Los 

receptores son necesarios para que la respuesta a feromonas se active, ya que 

las mutantes tienen fenotipo de esterilidad. En S. cerevisiae, se ha reportado 

que la tercer asa intracelular es importante para acoplar la proteína G 

heterotrimérica (Celic et al., 2003; Stefan and Blumer, 1994), al igual que el 

extremo carboxilo terminal donde se ha demostrado que hay interacciones tanto 

con la subunidad α, como con la subunidad β (Duran-Avelar et al., 2001). Sin 

embargo, en K. lactis el extremo carboxilo terminal del receptor sólo es capaz de 

interactuar con la subunidad α y esta interacción es dependiente de la activación 

del sistema, ya que la afinidad del receptor por la mutante de α KlGpa1pQ298L 

que está constitutivamente activa es menor que por KlGpa1p. Así que el extremo 

carboxilo terminal del receptor es capaz de discriminar entre una subunidad α 

unida a GDP o GTP.  
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Esto implica que el acoplamiento de la proteína G heterotrimérica al 

receptor es distinta en las dos especies, posiblemente por la diferencia que 

existe entre el extremo carboxilo terminal de los receptores de ambas especies. 

 

Como ya había mencionado anteriormente en K. lactis tanto KlGpa1p 

(Gα) como KlSte4p (Gβ) son efectores de la vía. Una mutante ∆Klste4 es estéril 

lo que indica que es esencial para la transducción de la señal. Por otro lado una 

mutante ∆Klgpa1 baja la eficiencia del apareamiento, lo que nos sugiere que 

KlGpa1 tiene efectores y en ausencia de la señal tiene consecuencias en la 

transducción de la señal dentro de la vía (Kawasaki et al., 2008; Lloret et al., 

2003; Savinon-Tejeda et al., 2001). 

 

En S. cerevisiae, una vez activado el sistema Ste4p recluta a Ste20p y 

Ste5p, interactuando con el extremo carboxilo terminal del primero (Leeuw et al., 

1998) y utilizando el dominio RING-H2 del extremo carboxilo terminal del 

segundo, que es una proteína de andamiaje, aunque Ste5p también requiere de 

una α hélice amfipática del extremo amino terminal, que es afín a la membrana 

plasmática (Inouye et al., 1997; Whiteway et al., 1995; Winters et al., 2005). 

Ste20p del complejo Cdc42p-Ste20p es la cinasa que activa a Ste11p (Wu et al., 

1995) y requiere de la proteína adaptadora Ste50p, debido a que Cdc42p tiene 

afinidad por el dominio RAD (Ras associated domain) de Ste50p y ésta a su vez 

interactúa con Ste11p por medio de los dominios SAM de ambas proteínas, de 

esta manera Ste20p está cerca de Ste11p gracias a Ste50p y Cdc42p 

(Ramezani-Rad, 2003; Tatebayashi et al., 2006; Truckses et al., 2006). Además, 

Ste5p interactua con Ste11p, de esta manera se forma un gran complejo de 

señalización donde se encuentran todas las moléculas involucradas en la 

trasducción de la señal (Choi et al., 1994; Inouye et al., 1997). 

 

En K. lactis nosotros generamos las mutantes de los genes que codifican 

para los elementos de la cascada de señalización de respuesta a feromona y 

comprobamos que son estériles al igual que en S. cerevisiae, a excepción de la 
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mutante ∆Klste50 que puede formar diploides, pero con menor eficiencia que la 

cepa silvestre. Esto significa que no es indispensable en la transducción de la 

señal y que otra molécula podría seguir con la señalización aun en la ausencia 

de Klste50p. La secuencia de KlSte50p tiene una identidad del 41% con su 

homólogo en S. cerevisiae, el dominio SAM sólo tiene una identidad del 35%, a 

diferencia del dominio RAD que tiene una identidad del 74%. La función de 

Ste50p es facilitar que la distancia entre Ste20p y Ste11p sea lo suficientemente 

corta para que la primera fosforile a la segunda, mediante la unión Ste50p-

Cdc42p. Sin embargo en K. lactis parece tener un papel adicional, ya que por 

ensayo de doble híbrido encontramos interacción entre KlSte50p y KlGpa1, 

además de la interacción esperada de KlSte50p con KlSte11p. Anteriormente ya 

se había reportado en S. cerevisiae que Ste50p puede llegar a tener una 

interacción débil con Gpa1 (Xu et al., 1996). Además el fenotipo de la mutante 

∆Klste50 es semejante a ∆KlGpa1, con una baja en la eficiencia de 

apareamiento, así que la transducción de la señal que depende de KlGpa1p 

podría involucrar su interacción con KlSte50p. Con los resultados obtenidos por 

las mutantes y las interacciones de proteínas con el sistema de doble híbrido 

podemos proponer el siguiente modelo, donde tendríamos dos ramas que 

convergen en la activación de KlSte11p, la primera rama sería activada por 

Klste4 y activaría al módulo de MAP cinasas formado por KlSte11p (MAPKKK), 

KlSte7p (MAPKK), KlFus3p (MAPK) y KlSte5p como proteína de andamiaje 

(Figura 5), utilizando la interacción KlSte50p-KlSte20p como intermediario para 

fosforilar a KlSte11, aunque KlSte50p sería dispensable y el reclutamiento de 

KlSte20p al módulo podría ser mediante la proteína de andamiaje KlSte5 o 

alguna otra proteína, aunque aun hace falta realizar más experimentos para 

probar esta hipótesis. La otra rama estaría activada por KlGpa1p y ésta 

mediante su unión con KlSte50p promovería la activación de KlSte11p, tal vez 

activada por KlSte20p reclutada por KlSte50. Este estudio nos conduce al 

estudio de una forma de señalización mediada por proteínas G que no se ha 

descrito anteriormente. 
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Figura 5. Modelo de la vía de respuesta a feromona sexual en K. lactis. KlGpa1p (Gα) 
interacciona con KlSte50p y posiblemente mediante esta interacción se transduce la 
señal vía KlGpa1p, de tal manera que tanto la subunidad Gα (KlGpa1p), como la 
subunidad Gβ (KlSte4p) convergen en la activación de la MAPKKK KlSte11p y de esta 
manera su activa el módulo de MAP cinasas que tiene como consecuencia la activación 
de genes necesarios para el apareamiento (como KlFus3p) por medio del factor 
transcripcional KlSte12p. 

 

 

Sistema de respuesta a estrés osmótico en K. lactis. 
 

Algunos de los elementos de la vía de respuesta a feromona están 

involucrados en la respuesta a estrés osmótico. Se sabe que en S. cerevisiae 

estos elementos son Ste50p, Ste20p y Ste11p (Posas et al., 1998; Raitt et al., 

2000). La manera en que participan estas proteínas es mediante la proteína 

transmembranal Sho1p que tiene un dominio SH3 en su región citoplásmica 

mediante el cual puede unirse al complejo Ste11p-Ste50p y a Pbs2p (Maeda et 

al., 1995; Tatebayashi et al., 2006), además Sho1p activa a Cdc42p, que a su 

vez estimula a Ste20 para fosforilar a Ste11p, que fosforila a Pbs2p y que éste 
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finalmente fosforile a la MAP cinasa Hog1p (Raitt et al., 2000). En esta 

activación la interacción Ste50p-Cdc42p también es importante para acercar a 

Ste20p a Ste11p. Además existe otra rama involucrada en respuesta osmótica 

que está regulada por el sistema de fosforrelevo Sln1p-Ypd1p-Ssk1p. El sensor 

Sln1p es la cinasa de histidinas, Ypd1p la proteína que transfiere el fosfato y 

Ssk1p el regulador de la respuesta (Posas et al., 1996). Un choque 

hiperosmótico inactiva a Sln1 que tiene como consecuencia la activación de las 

proteínas redundantes Ssk2p-Ssk22p mediante Ssk1p. Ssk2p y Ssk22p activan 

a Pbs2p para que fosforile a Hog1p (Posas and Saito, 1998). Las dos ramas 

responden a estrés hiperosmótico, aunque la rama de SLN tiene un umbral más 

bajo y responde desde concentraciones bajas (0. 0625 mM de KCl) (O'Rourke 

and Herskowitz, 2004).  

 

En K. lactis hasta el momento no se había descrito que elementos 

participan en respuesta a estrés osmótico, sin embargo las mutantes ∆Klste50, 

∆Klste20 y ∆Klste11 tienen un fenotipo de sensibilidad en condiciones 

hiperosmóticas tanto con sorbitol 1M como con KCl 0.5M, lo que nos indica que 

el papel de la rama de SHO es más importante que el que pudiera tener la rama 

de SLN que actualmente se esta estudiando en nuestro laboratorio, ya que en S. 

cerevisiae  la ausencia de Ste11p sólo presenta fenotipo en un fondo genético 

∆ssk1 o ∆ssk2 ∆ssk22 (Posas and Saito, 1997). Lo que nos deja por explorar si 

la rama de SLN juega algún papel menor en estrés osmótico en K. lactis o 

responde a otro tipo de respuesta. 

 

Lo que es de resaltar es que la mutante ∆Klste7 tiene un fenotipo de 

sensibilidad a estrés osmótico, lo que nos indica que juega un papel en esta vía 

de señalización. Se sabe que en S. cerevisiae Ste7p no participa en la vía de 

HOG. Mediante el ensayo de doble híbrido encontramos interacción entre 

KlSte7p y KlHog1, sin embargo no pudimos detectar interacción con KlPbs2p, lo 

que nos llevó a plantear un papel funcional de ésta cinasa en la activación de 

KlHog1, teniendo dos posibilidades: KlPbs2p no tiene actividad de cinasa y 
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KlHog1p es fosforilada por KlSte7p, o KlHog1p puede ser fosforilada por las dos 

MAPK cinasas (Figura 6). La primera hipótesis se descartó debido a que en la 

mutante ∆Klste7 se sigue fosforilando KlHog1p, pero baja el nivel de 

fosforilación. Ahora bien, la coinmunoprecipitación nos confirmó que existe una 

interacción directa entre KlSte7p y KlHog1p que es independiente de la 

activación de la vía. Estos datos nos llevan a proponer que KlSte7p interactúa 

con KlHog1p y puede tener un efecto aditivo en la fosforilación de KlHog1p, pero 

necesita de la proteína de andamiaje KlPbs2. 

 
Figura 6. Modelo de la vía de estrés osmótico en K. lactis. KlSte7p participa en la vía, 
interacciona con KlHog1p y aumenta su nivel de fosforilación una vez activada la vía. 
De esta manera tanto KlPbs2p como KlSte7p contribuyen a la activación de KlHog1p. 

 

 

 

Nosotros encontramos que además de KlSte20p, KlSte50p y KlSte11p, 

KlSte7p participan tanto en la vía de respuesta a feromona, como en la vía de 

respuesta a estrés osmótico en K. lactis. Se sabe que en S. cerevisiae por 

compartir elementos que participan en distintas vías la activación de una de 

éstas puede activar otras (O'Rourke and Herskowitz, 1998), sin embargo en K. 

lactis este fenómeno no se presenta entre la vía de respuesta a feromona y 

estrés osmótico, ya que inducir con feromona y después someter a la célula a 

estrés osmótico o viceversa no le confiere a la célula ninguna resistencia a 
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cambios osmóticos o capacidad para aparearse como sucede en S. cerevisiae, 

lo que nos indica que los mecanismos de regulación de las dos vías son distintos 

en estas dos especies, de manera que a pesar de compartir elementos se 

conservan específicos para su ruta de señalización. Posiblemente esta 

especificidad esté regulada por las proteínas de andamiaje como se ha 

propuesto (Good et al., 2009; Harris et al., 2001; Park et al., 2003), sin embargo 

a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae en K. lactis existiría un mecanismo 

que compromete a los complejos de señalización ya ensamblados a ser 

específicos solo para una determinada vía de transducción de señales, de tal 

manera que una vez comprometido el complejo de cinasas para una 

determinada vía, las demás no podrían utilizarlo. 

 

 

En resumen la señalización mediada por la proteína G del sistema de 

respuesta a feromonas en K. lactis donde KlGpa1 transduce la señal 

posiblemente mediante KlSte50p, la participación de KlSte7p en respuesta a 

estrés omsótico y el fenotipo acusado de los elementos de la rama SHO en 

respuesta a estrés osmótico (KlSte20p, KlSte50p y KlSte11p), nos demuestran 

que estos dos sistemas son diferentes. Llegar a entender los mecanismos de 

regulación nos ayudaría a entender el funcionamiento de sistemas de 

transducción de señales en otros organismos.  
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CONCLUSIONES 
 

Los receptores transmembranales KlSte2p y KlSte3p son los receptores 

para las feromonas α y a respectivamente, del sistema de respuesta a feromona 

sexual. 

 

El extremo carboxilo terminal del receptor KlSte3p se asocia a la 

subunidad α (KlGpa1p) de la proteína G y esta unión es dependiente de la 

activación del sistema. 

 

Las proteínas KlSte20p, KlSte50p, KlSte5p, KlSte11p, KlSte7p y KlFus3p 

participan en el sistema de respuesta a feromona sexual. 

 

La proteína KlSte50p es un posible efector de la subunidad α (KlGpa1p) 

de la proteína G en el sistema de respuesta a feromona sexual. 

 

Las proteínas KlSte20p, KlSte50p, KlSte11p, KlSte7p, KlPbs2p y KlHog1p 

participan en el sistema de respuesta a estrés osmótico. 

 

La MAPK cinasa KlSte7p se asocia a la MAP cinasa KlHog1p y aumenta 

su nivel de fosforilación en respuesta a estrés osmótico. 
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