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I RESUMEN 

 

En la levadura la vía de apareamiento entre células haploides de sexos opuestos se activa 

ante la presencia de feromona. Esta respuesta es mediada por la proteína G, que se 

compone de tres subunidades diferentes; Gα, Gβ y Gγ, cada una de las cuales son 

indispensables para activar la vía que culmina en la formación de una célula diploide. En la 

levadura el proceso de apareamiento cumple con dos aspectos distintos. Por un lado la 

inducción de la trascripción de genes necesarios para la fusión de las células, por otro lado, 

el quimiotropismo de la célula que conduce a la polarización para dar lugar a una forma 

celular la cual se le conoce como shmoo. 

En este trabajo se encontró que una cepa silvestre de S. cerevisiae no es capaz de responder 

al apareamiento cuando se le induce estrés de retículo endoplasmático (ERE). Se observó 

por microscopia de fluorescencia la capacidad de la célula para activar la vía de 

apareamiento, mediante la transcripción de la proteína reportera Fus1p etiquetada con 

mRuby2, además también se observó la respuesta quimiotrófica que conduce a la 

formación del shmoo (morfología). Los resultados indican que cuando el estímulo de 

feromona y tunicamicina es simultaneo, se inhibe únicamente la formación eficiente del 

shmoo. Sin embargo, cuando existe un ERE previo al tratamiento con feromona, tanto la 

transcripción de Fus1p como la formación del shmoo se interrumpen. Estos resultados 

indican que la tunicamicina por un lado inhibe de manera casi inmediata, procesos que 

están implicados con la morfología de la pared celular durante el apareamiento, por otro 

lado, su efecto prolongado afecta la transcripción de genes como Fus1p. Encontramos que 

la subunidad Gγ (la cual participa en traducir la señal inicial de la cascada de apareamiento), 

se disocia de la membrana celular en condiciones de ERE 

Los resultados indican que cuando el ERE se vuelve prolongado y se activa la vía de 

apareamiento con feromona, esta proteína se disocia de la membrana y se va al citoplasma 

formando pequeños agregados. Esto puede explicar el por qué la célula ya no es capaz de 
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responder a la activación de genes que son requeridos para el apareamiento, como la 

proteína reportera Fus1p. 

Sugerimos que la tunicamicina además de inhibir la N-glicosilación también afecta la 

farnesilación de la subunidad Gγ, la cual es una modificación lipídica estrictamente 

necesaria para la formación del dímero Gβγ (efectores de la vía de apareamiento).
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II ABSTRACT 

 

In yeast the mating response pathway between opposite sex haploid cells is activated by 

the presence of pheromone, this response is in turn triggered by a G protein, which is 

composed of three different subunits: Gα, Gβ y Gγ, each one of them is essential to activate 

the pathway that culminates in the formation of a diploid cell. The same mating process 

fulfills two different aspects; on one hand, the gene transcription of elements necessary for 

cell fusion, and on the other hand, the cell’s chemotropism which leads to polarization and 

formation of a cellular shape known as shmoo. In this work we have found that a wild type 

strain of Saccharomyces cerevisiae is incapable of activate its mating response pathway 

when it is subjected to endoplasmic reticulum stress (ER stress). We observed both the cell’s 

ability to activate the mating response pathway through the transcription of the reporter 

protein Fus1p tagged with mRuby2, as well as its chemotropic response leading to the 

formation of shmoo (morphology) cells. The results indicate that when the pheromone and 

tunicamycin stimuli are simultaneous, efficient shmoo formation is inhibited. However, 

when cells are subjected to ER stress before to pheromone treatment, both the 

transcription of Fus1p and the formation of the shmoo are interrupted. Another aspect of 

these results is that tunicamycin inhibits almost immediately the processes of cell wall 

biogenesis during mating, while its long term effect is on the gene transcription such as 

Fus1p. We have also observed that the Gγ subunit (which is involved in transducing the 

mating signal) is delocalized from the cell membrane during ER stress conditions. 

These results indicate that when reticule stress is prolonged for too long and the 

pheromone mating response pathway is activated, it is disassociated from the membrane 

and reaches the cytoplasm forming small aggregates. This may explain why the cell is no 

longer able to respond to the activation of genes that are required for mating, such as the 

Fus1p reporter protein. 

These results indicate that when the pheromone response pathway is activated during ER 

stress the G subunit dissociates from the membrane and reaches the cytoplasm forming 

small aggregates. This may explain why the cell is no longer able to respond to the 

pheromone stimulus and fails to activate transcription of genes required for mating. 

The results suggest that in addition to inhibit N-glycosylation, tunicamicyn also affects the 

farnesylation of the Gγ subunit, which is a lipid modification strictly necessary for the 

formation of functional Gβγ dimer required to activate the mating pathway.
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III INTRODUCCIÓN 

3.1 Ciclo celular 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un ascomiceto que tiene un metabolismo 

facultativo, es decir, puede crecer tanto en condiciones respiratorias como en condiciones 

fermentativas.  

S. cerevisiae puede existir en forma haploide o diploide. Las células haploides son de dos 

tipos sexuales: MATa y MATα las cuales tienen la capacidad de aparearse para producir un 

tercer tipo celular, diploide, denominado a/α. Tanto las células haploides como las diploides 

pueden reproducirse de manera asexual por gemación (Herskowitz, 1988) (Figura1). 

Figura 1. Ciclo de vida de S. cerevisiae. Durante el ciclo vegetativo los individuos haploides 

(MATa y Matα) y diploides se reproducen por gemación. En la reproducción sexual, las 

células MATa y las células Mat se aparean para formar una célula diploide, el cual puede 

continuar con su ciclo vegetativo y en condiciones desfavorables también puede entrar en 

meiosis (esporular) y producir nuevos individuos haploides a y α. 
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3.1.1. Reproducción sexual 

Para llevar a cabo su reproducción sexual las células haploides de tipo sexual α producen 

una feromona denominada factor α, mientras que las de tipo sexual a producen el factor a 

(Singht et al., 1983; Michaelis y Herskowitz, 1988; Sindrauski, 1997). Cada célula expresa en 

su membrana plasmática un receptor de siete dominios transmembranales específico para 

la feromona del sexo opuesto. Al receptor para la feromona  se le conoce como Ste2 y al 

receptor de la feromona a como Ste3p. Estos receptores están acoplados a una proteína G 

heterotrimérica. Ambas células secretan su respectiva feromona la cual se une al receptor 

de la célula de sexo opuesto. Esto activa una cascada de fosforilaciones cuyo efecto es el 

arresto celular en la fase G1, la inducción transcripcional de los genes implicados en el 

apareamiento y cambios morfológicos en la célula (Dietzel y Kurjan, 1987). 

3.1.2.  Vía de respuesta a feromonas  

La proteína G está encargada de modular la respuesta de apareamiento y estructuralmente 

consta de tres subunidades: Gα, Gβ y Gγ las cuales son codificadas por los genes GPA1, STE4 

y STE18 respectivamente. Durante el apareamiento la unión de la feromona al receptor 

estimula a Gα, la cual intercambia GDP por GTP, y esto a su vez conduce a su disociación del 

dímero Gβγ el cual transmite la señal al módulo de proteínas cinasas (MAPKs). Estas 

finalmente modulan la expresión de genes específicos para el apareamiento (Figura 2) 

(Dietzel y Kurjan, 1987; Merlini et al., 2013). La subunidad Gγ ancla al dímero Gβγ a la 

membrana plasmática a través de grupos lipídicos (farnesilo y palmitoilo) (Manahan et al., 

2000). Gβ transmite la señal a los efectores de la vía lo cual incluye la autofosforilación de 

Ste20p mediante la exposición de un domino cinasa localizado en su extremo C-terminal.  
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Figura 2. Componentes de la vía de respuesta a feromona. La feromona es capturada por el 

receptor (Ste2p o Ste3p), que estimula un cambio de GDP por GTP en la subunidad Gα. 

Cuando el GTP está unido a Gα el dímero Gβγ se separa y activan proteínas efectoras que 

trasmiten una señal para detener el ciclo celular en la fase G1 y para activar los genes diana 

que son requeridos para el apareamiento (Bardwell, 2005). El módulo MAPK es activado por 

Ste20p de manera descendiente hasta activar Fus3p que se separa del complejo para activar 

al factor de transcripción Ste12p, que activa genes necesarios para el apareamiento. 

3.1.3. Módulo MAPK en el apareamiento 

El módulo MAPK es un conjunto de tres proteínas cinasas, que actúan en secuencia. En la 

vía de apareamiento de levadura, estas cinasas están codificada por los genes STE11 

(MAPKKK), STE7 (MAPKK) y FUS3/KSS1 (MAPK) y están asociadas a la vía de respuesta a 

feromona a través de Ste5p que es una proteína de andamiaje. Ste5p une al dímero Gβγ y 
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a Ste20p al módulo de las MAPKs. De esta manera Ste20p fosforila a Ste11p, la cual activa 

a Ste7p por la fosforilación de dos residuos de serina. Ste7p entonces activa a la MAPK 

Fus3p por medio de la fosforilación de un residuo de treonina y una de tirosina (Bardwell, 

2005). Fus3p se disocia del complejo de MAPK cinasas y entonces activa por fosforilación a 

Ste12p, el cual es un factor de transcripción cuyo dominio de unión a DNA reconoce a 

elementos PRE (pheromone response element por sus siglas en inglés), los cuales se 

localizan en la región promotora de los genes requeridos para el apareamiento (McCaffrey 

et al., 1987; Kirkman et al., 1993; Chou et al., 2006). Ste12p es un factor de transcripción 

que responde a dos estímulos diferentes; por un lado, responde a las feromonas de 

apareamiento, y por otro participa en el crecimiento invasivo que se da en condiciones de 

estrés nutricional. La actividad de Ste12p está regulada por las proteínas Dig1p y Dig2p.  

Además de activar a Ste12p, Fus3p también fosforila a Far1p. Esta proteína es inhibidora de 

cinasas dependientes de ciclina. Far1p inactiva los complejos Cdc28/Cln2, causando arresto 

celular en la fase G1. Por su parte, en respuesta a feromona Far1p también forma un 

complejo con Cdc42 el cual se mueve desde el núcleo al citoplasma e interactúa con Cdc24 

y el dímero Gβγ. Esto promueve el crecimiento de la célula en la dirección de la feromona 

para promover el apareamiento (Chang y Herskowitz, 1990; Peter et al., 1993; Valtz et al., 

1995; Merlini et al., 2013). Este crecimiento polarizado conduce finalmente a la formación 

del gameto o shmoo (Elion, 2000). Las células del sexo opuesto que han adquirido esta 

morfología entran en contacto y se fusionan para generar una célula diploide. Durante este 

proceso uno de los genes que se transcriben más abundantemente es FUS1 el cual codifica 

para una proteína requerida para la fusión membranal. Fus1p se acumula en el tip del 

shmoo (McCaffrey et al., 1987; Chou et al., 2006). 

3.1.4 Participación de la proteína G en la vía de apareamiento 

La inactivación de las subunidades de la proteína G tiene efectos importantes en el proceso 

de apareamiento de las células (Nakayama et al., 1985; Schrick et al., 1997). Por un lado la 

deleción en el gen GPA1 que codifica para la subunidad G produce letalidad debido a que 

se disocia del dímero G, el cual se activa constitutivamente. Esto conduce a la activación 
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permanente de la vía de señalización y por consiguiente a la interrupción del ciclo celular 

en la fase G1. Esto implica que la subunidad Gα es esencial en el crecimiento vegetativo de 

las células haploides y que funciona como un elemento regulador negativo de la vía de 

apareamiento (Dietzel y Kurjan, 1987; Miyajima et al., 1987). Las subunidades Gβ y Gγ por 

su parte, se requieren para activar la cascada, y esto lo hacen como un dímero indisociable 

(Leberer et al., 1992). La actividad de este dímero se puede inhibir con la deleción de solo 

uno de los genes que codifican para estas proteínas, STE4 (G) o STE18 (G). Una mutante 

de Gβ es estéril, ya que esta proteína se encarga de interactuar con los efectores de la vía. 

El mismo efecto se obtiene en una mutante carente de la subunidad Gγ. Esta tiene la función 

de anclar a la subunidad G a la membrana plasmática mediante sus grupos lipídicos 

(farnesilo y palmitoilo), por lo que su ausencia o la pérdida de sus grupos lipídicos, impide 

que el dímero se ancle a la membrana. El dímero soluble es incapaz de transducir la señal 

por su deficiente interacción con los efectores. Por consiguiente, mutantes de G y de G 

son viables ya que pueden dividirse vegetativamente pero no pueden reproducirse 

sexualmente. 

Las proteínas de la cascada MAPK que participan en la vía de respuesta a feromona, Ste5, 

Ste11, Ste7, Ste20 y Fus3, también son necesarias para el apareamiento en S. cerevisiae y 

su inactivación produce esterilidad en mayor o menor grado (Fields y Herskowitz, 1985; 

Nakayama et al., 1985; McCaffrey et al., 1987; Ramer y Davis, 1993; Schrick et al., 1997). 

3.1.5 Variabilidad funcional del Módulo de MAPKs 

Los módulos MAPKs se encuentran conservados en todos los organismos eucariontes y 

participan en la respuesta celular a varias condiciones intra y extracelulares. Funcionan 

como amplificadores emulando a un interruptor para producir una respuesta celular 

(Ferrell, 1996). 

En S. cerevisiae, algunos de los componentes de la cascada de MAPKs de la respuesta a las 

feromonas de apareamiento se emplean en otras vías compuestas también por este tipo de 

módulos (Figura 3) (Herskowitz, 1995; Nagiec y Dohlman, 2012; Baltanas et al., 2013). 

Ste20p y Ste11p por ejemplo participan también en la vía de respuesta a estrés 
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hiperosmótico (HOG) (Posas y Saito, 1997). Estas mismas proteínas participan en la vía de 

crecimiento invasivo y en el desarrollo de pseudohifas, que son un patrón de crecimiento 

exhibido por células haploides y diploides respectivamente que se genera en respuesta a la 

privación de nutrientes (Elion, 2001). La MAPKK Ste7p participa también en la vía de 

crecimiento invasivo. Esta cinasa activa a Fus3p en la respuesta a feromonas y a Kss1p 

durante la depleción de nutrientes (Saito, 2010). 

 

Figura 3. Cascada MAPK. Tres vías en S. cerevisiae utilizan una MAPKKK común denominado 

Ste11p. El módulo de MAPK de la feromona, la vía de crecimiento invasivo y la vía HOG. Las 

flechas rojas indican el flujo de la señal, mientras que las barras negras en forma de T indican 

la inhibición. Línea horizontal negra: membrana plasmática; Línea horizontal gris: 

membrana nuclear (Saito, 2010). 

 

3.2 Retículo endoplasmático  

El retículo endoplasmático (RE) es el organelo donde se lleva a cabo la síntesis de proteínas, 

su plegamiento y su glicosilación, así como la síntesis de lípidos y de esteroles. La correcta 

homeostasis del RE resulta esencial para la célula. En el RE se localizan chaperonas 

encargadas de catalizar reacciones de plegamiento de las proteínas destinadas a ingresar al 

tráfico vesicular para secretarse o formar parte de organelos (Kaufman, 1999).  
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Cuando se altera la homeostasis del RE por diversos factores se produce una acumulación 

de proteínas mal plegadas en el lumen del retículo. Esto activa una respuesta celular 

denominada Unfolded Protein Response (UPR, por sus siglas en inglés), que tiene como 

objetivo recuperar el funcionamiento normal del RE. Durante la UPR se activan genes que 

codifican para chaperonas, para catalizadores de plegamiento, para proteínas encargadas 

de mediar el transporte a través de membranas y para proteasas que participan en la vía de 

ERAD (por sus siglas en ingles Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) 

(Kaufman, 1999).  

3.2.1. Respuesta a proteínas mal plegadas 

La UPR es una respuesta a estrés de retículo endoplásmico (ERE) que está conservada en 

todos los organismos eucariontes. En mamíferos la UPR consiste en la activación de tres vías 

que inician con tres sensores localizados en la membrana de RE. Estos sensores son Ire1p, 

PERK y ATF6. En S. cerevisiae, la UPR solo consiste de la rama de Ire1p. Ire1p es una proteína 

residente del RE que transmite la señal desde el lumen hasta el núcleo. Está compuesta de 

un dominio luminal, un segmento transmembranal y un domino citosólico que tiene dos 

actividades enzimáticas distintas; una actividad cinasa y una de endoribonucleasa (Nikawa 

y Yamashita, 1992; Fagbenro y Jauncey, 1993; Rupak Chakraborty et al., 2016). El dominio 

luminal de Ire1p está unido a la chaperona Kar2p, la cual mantiene a Ire1p en un estado 

inactivo. Kar2p se une a proteínas mal plegadas y de esta manera se disocia de Ire1p. El 

mismo dominio luminal de Ire1p actúa como un sensor ya que es capaz de unirse con alta 

afinidad a los aminoácidos hidrofóbicos expuestos de las proteínas mal plegadas (Kimata et 

al., 2003). La unión de Kar2p a Ire1p, mantiene a ésta última inactiva y en forma 

monomérica. En presencia de proteínas mal plegadas Kar2p se disocia de Ire1p, y ésta se 

oligomeriza, se trans-autofosforila y se activa su domino de endoribonucleasa (Okamura et 

al., 2000; Pincus et al., 2010). Con su actividad de RNasa, Ire1p procesa al RNA mensajero 

de HAC1 (HAC1u). Este procesamiento consiste en la remoción de un intrón no convencional 

presente en HAC1u. La formación del RNA mensajero maduro permite su traducción y la 

síntesis de un factor de transcripción (Hac1p) que activa la expresión de genes de respuesta 

UPR, entre ellos el mismo KAR2 (Figura 4) (Sidrauski y Walter, 1997). 
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Cuando el estrés no se resuelve con la activación de la UPR, se activan alguno de los 

mecanismos principales de degradación subcelular como el sistema de proteosoma de 

ubiquitina (UPS por sus siglas en inglés ubiquitin proteasome system) y la autofagia. Y 

cuando se vuelve prolongado eventualmente puede producir un aumento en ROS (por sus 

siglas en ingles Reactive oxygen species) y conducir a la muerte celular. 

Figura 4. Componentes de la vía UPR. La vía UPR es activada por la acumulación de proteínas 

mal plegadas en el lumen de RE. Ire1p es activado por la separación de Kar2p, que se une a 

las proteínas mal plegadas. Esto le permite a Ire1p trans-autofosforilarse y activar el resto 

de sus dominios (Chakraborty et al., 2016). 

 

 



 

12 

3.2.2. N-glicosilación 

¿En el RE se lleva a cabo la N-glicosilación de proteínas. En este proceso se adiciona un 

oligosacárido compuesto de 2 N-acetilglucosaminas, 9 manosas y 3 glucosas (core) a un 

residuo de asparagina de la cadena polipeptídica naciente. Este proceso ocurre 

consertadamente con el plegamiento de la proteína (Sharma et al., 1981). La síntesis del 

oligosacárido comienza en la membrana del RE, donde es añadido un residuo de N-

acetilglucosamina fosfato, al dolicol fosfato, después se agregan secuencialmente 5 

manosas. El oligosacárido unido al dolicol se transloca al lumen del retículo por la acción de 

la enzima RFT1. La síntesis del core termina en el lumen del RE, donde se agregan otros siete 

residuos de hexosas (4 manosas y 3 glucosas). Una vez sintetizada esta cadena de 

oligosacáridos se transfiere a la proteína naciente. Esta modificación permite el adecuado 

plegamiento de la proteína y su transporte a través del sistema vesicular (Figura 5) (Tanner 

y Lehle, 1987). 

Figura 5. Plegamiento de protinas y N-gliocosilación en el RE. Se muestran los pasos para la 

formacion del arbol de glicosilación en el RE. El árbol de glicosilación comienza con la 

fosforilación del dolicol, seguido por la adición de una N-aceltilglucosamina-fosfato y la 

adición secuencial de una N-acetilglucosamina y cinco manosas. Este pre-árbol es 
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translocado de la cara citoplasmática del RE y al lúmen, donde finaliza su construcción con 

la adición secuencial de cuatro manosas y tres glucosas. El árbol de glicosilación es 

incorporado de manera cotraduccional a los polipéptidos dentro del RE (modificado de 

Cantagrel, et al., 2010). 

 

3.2.3. Inductores de estrés de RE 

Cuando se altera la homeostasis del RE por diversos factores, como pueden ser la depleción 

de calcio, los defectos en la vía de degradación asociada al RE (ERAD), los defectos en el 

plegamiento de proteínas por la inhibición de la N-glicosilacion, etc., se acumulan proteínas 

mal plegadas en el lumen del RE activando la UPR. 

En el laboratorio se utilizan diferentes drogas para inducir el estrés de retículo; dos de las 

más usadas son la tunicamicina (Tn) y la 2-desoxi-D-glucosa (2-DOG). Ambas son inhibidores 

de la N-glicosilación, ya que bloquean la formación del polisacárido que se transfiere a las 

proteínas en el RE. La Tn inhibe a la enzima Alg7, la cual cataliza la transferencia de la UDP-

N-acetilgluocosamina al dolicol fosfato. Este es el primer paso en la formación del 

polisacárido (Lehle y Tanner, 1976). La 2-DOG es capaz de incorporarse al polisacárido 

naciente ya que es un análogo estructural de la glucosa. La ausencia del grupo OH en 

posición 2’ impide la posterior incorporación del resto de los monosacáridos por lo que el 

polisacárido queda trunco y no puede ser transferido a las proteínas nacientes. En ambos 

casos, los defectos en la glicosilación de las proteínas provocan defectos en su plegamiento 

y su acumulación en el RE generando estrés.  

3.2.4. Modificaciones lipídicas post-traduccionales 

En el RE también se llevan a cabo modificaciones postraduccionales como la farnesilación y 

palmitoilación de proteínas que les ayudan a anclarse a diferentes membranas. La 

subunidad G de la proteína G es inusual entre las subunidades Gγ porque está se farnesila 

en la cisteina 107 y es tioacilada en la cisteina 106, lo que le permite anclarse a la membrana 

plásmatica (en forma de heterodímero con G) en la vecindad del receptor de la feromona. 
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Las proteínas que son farnesiladas presentan en su extremo carboxilo una secuencia 

consenso denominada CAAX la cual consiste en una cisteína, dos aminoácidos alifáticos y 

un aminoácido cualquiera. En el residuo de cisteina ocurre la adición del grupo farnesilo a 

través de una serie de pasos. El primero es el reconocimiento del CAAX y la adición del 

farnesil-pirofosfato en la cisteina por la actividad de la Ftasa (farnesil transferasa). El 

segundo es la proteólisis de la secuencia AAX que cataliza la proteasa RCE1; y el tercero es 

la metilación del grupo farnesilo, lo que aumenta su hidrofobicidad y que realiza por una 

isoprenil cisteína meltiltransferesa (IcmT) (Figura 6). La deleción de uno de los residuos del 

motivo CAAX, o el cambio de la cisteína, genera una deficiencia en la farnesilación y la 

inactivación de la subunidad de Gγ con el efecto de generar esterilidad en S. cerevisiae (Lu 

et al., 2014; Manahan et al., 2000). 

Figura 6. Mecanismo postraduccional (farnecilación) de la subunidad Gγ, en RE. 

Reconocimiento y adición del farnesil pirofosfato por una Ftasa en cisteína 107 de la 

secuencia CAAX (una secuencia de aminoácidos específica en el C-terminal que consta de 

una cisteína, dos residuos alifáticos y una aminoácido cualquiera), una prenilpeptidasa 

proteoliza la secuencia CAAX, liberando AAX. Por último una isoprenil cisteína 

metiltransferesa metila el extremo C-terminal para aumenta la hidrofobicidad de dicho 

extremo. 
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IV. ANTECEDENTES 

 

Se ha observado que la proteína G heterotrimérica está implicada en la muerte celular 

asociada a la respuesta a proteínas mal plegadas en Arabidopsis (Wang et al., 2007). En este 

trabajo se demostró que la ausencia de la subunidad Gβ genera resistencia a agentes 

inductores de ERE como la tunicamicina. 

 

En nuestro laboratorio hemos visto que mutantes de las subunidades G y G de la proteína 

G heterotrimérica de la levadura S. cerevisiae no muestran efectos en el crecimiento en 

medios con 2DOG, lo que sugiere que aparentemente no tienen una participación directa 

en la respuesta al ERE.  

En el laboratorio también observamos que una cepa silvestre expuesta simultáneamente a 

feromona de apareamiento y a 2DOG muestra una inhibición en la respuesta a feromonas 

conforme se incrementa la concentración del inductor de estrés. Esto medido a través de la 

detección de la proteína híbrida Fus1-GFP y de la formación del shmoo (Figura 7). La 

inhibición de la respuesta a feromonas de apareamiento conforme aumenta el estrés de RE 

sugiere que la proteína G o algún componente de la vía de respuesta a feromonas pierden 

actividad hasta generar esterilidad.  
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Figura 7. Respuesta de S. cerevisiae al estímulo simultáneo de feromona y 2-DOG. (A) 

Imágenes por microscopia de epifluorescencia de células que expresan Fus1p etiquetado 

con GFP. (B) Gráfica que muestra el incremento en el porcentaje de células gemenates a 

una mayor concentración de 2-DOG. 

 

En este trabajo nos interesa determinar cuál es la respuesta fisiológica a tratamientos 

simultáneos con inductores de estrés de RE y con la feromona de apareamiento y si en esta 

respuesta está implicada la proteína G heterotrimérica. Particularmente nos preguntamos 

si la subunidad G participa en este proceso y qué efectos puede tener la inducción de 

estrés en la actividad y localización de la subunidad G. 
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V. OBJETIVOS 

General: 

Determinar la respuesta celular de la levadura a la inducción simultánea del apareamiento 

y de estrés de retículo endoplásmico y definir el papel de la proteína G heterotrimérica en 

esta respuesta. 

Específicos: 

• Determinar si la subunidad Gα participa en la respuesta a inductores de estrés de 

RE. 

• Determinar la respuesta fisiológica a tratamientos simultáneos con feromona e 

inductores de ERE, mediante reporteros de la UPR y de la vía de respuesta a 

feromonas de apareamiento. 

• Determinar la localización de la subunidad Gγ en respuesta a inductores de ERE. 
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VI.HIPÓTESIS 

Las funciones de RE están interconectadas, defectos en cualquieras de estas funciones 

induce la perdida de la homeostasis de este organelo. El estrés de retículo endoplasmático 

inducido por tunicamicina o 2-DOG induce la perdida de la homeostasis, incluyendo la 

inhibición de otros procesos postraduccionales que también ocurren en el RE, como es el 

caso de la prenilación. Esta es una modificación lipídica postraduccional que facilita la unión 

de proteínas a las membranas celulares como es el caso de la subunidad Gγ necesaria para 

activar la cascada de respuesta a feromona, y de Cdc42 una GTPasa esencial para el 

establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

Medios de cultivos 

Las células de levadura se crecieron a 30°C en medio YPD liquido (extracto de levadura 1% 

peptona 2% y glucosa 2%), en medios sintéticos (base nitrogenada sin aminoácidos 0.69% 

y 2% glucosa), suplementados con una mezcla de aminoácidos (adenina, triptófano, 

histidina, arginina, metionina, isoleucina lisina y uracilo), para hacer posible el crecimiento 

de las células y mantener la selección del plásmido. Las células de E. coli se crecieron a 37°C 

en medio LB con ampicilina (0.1mg/ml). Las cepas de levaduras y de bacterias empleadas 

en este trabajo se enlistan en la tabla I. 

 

Tabla I. Cepas utilizadas durante la realización de este trabajo. 

Cepa Genotipo 

DH5α supE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 

thi-1 relA1 GM33. LAM-IN (rrnD-rrnE)1 dam-3 sup-85 

70 MATα; thr3 

W303-1A MATa ade2 his3 trp1 ura3 can1-100 

W303-1A ΔGβ MATa; ade2 his3 leu2 trp1 can1-100, ste4::URA3 

W303-1A ΔGαΔGγ MATa; ade2 his2 leu2 trp1 can1-100 ste4::URA3 gpa1::clonNAT 

By4741 MATa; his3Δ leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 

By4742 MAT; his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 

By4741 Ste18-GFP MATa; his3Δ leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 STE18-GFP clonNAT 

By4741 Fus1-mRuby MATa; his3Δ leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 FUS1-mRuby2 his3 
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Construcción de la mutante del gen GPA1 

Elaboración de Oligonucleótidos 

Todos los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se sintetizaron en la Unidad de Biología 

Molecular del Instituto de Fisiología Celular. 

Para crear la deleción en el gen GPA1 (Gα) en el cromosoma de S. cerevisiae, se amplificó el 

gen NAT1 utilizando oligonucleótidos híbridos que contienen 45 nt homólogos a regiones 

que flanquean el gen GPA1 (Tabla II, Figura 8). NAT1 se amplificó a partir del plásmido 

pAG25 y fue integrado al genoma por recombinación homóloga (Figura 10). Con esto se 

sustituye, el gen GPA1 con el casete de NAT1. 

Para confirmar la inserción de NAT1 en el locus GPA1 del genoma de S. cerevisiae, se 

amplificó esta región usando oligonucléotidos (Fwd: GPA1PRO Rev: GPA1int) que se anclan 

en una región que antecede al codón de inicio de GPA1 y en una secuencia interna del ORF 

de NAT1, respectivamente (Figura 9). 

Tabla II. Secuencia de oligonucleótidos; forward y reverse para la amplificación de NAT1, y 

forward y reverse para confirmar la inserción de mRuby +his en el C-terminal de FUS1. 

Fwd: NAT1 5'  CAATAATCCAGAGGTGTATAAATTGATATATTAAGGTAGGAAATAAGA 

TCTGTTTAGCTTGCCTT 3' 

Rev: NAT1 Fwd:5´ AACAGAATTTACGTATCTAAACACTACTTTAATTATACAGTTCCTG 
AGCTCGTTTTC GACACTGG 3'              

Fwd:GPA1PRO 5´ AGACCAAACTGAGTAGAAGCTA 3´ 

Rev:GPA1int  5´ GAGTACGAGACGACCACGAAGC 3´       
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Figura 9. Diagrama del diseño de oligonucleótidos para comprobar la inserción del gen 

NAT1 al genoma de S. cerevisiae. El oligonucleótido forward se diseñó para amplificar a 

partir de la región 5´UTR de GPA1 mientras que el reverse se une al ORF del NAT1.  

 

Construcción del reportero para la vía de respuesta a feromona: Fus1-mRuby 

El gen FUS1 se etiquetó en el extremo C-terminal con la proteína fluorescente mRuby. Para 

esto se amplificó el gen de mRuby utilizando oligonucleótidos híbridos que contienen 45nt 

homólogos antes del codón de parada de FUS1 y 45nt después (Fwd:mRuby/FUS1 y 

Rev:his/FUS1 3´utr). A esta construcción además se le agregó el marcador de auxotrofia de 

histidina como se observa en la figura 10 y se integró al genoma por recombinación 

homóloga. 

Figura 8. Diagrama del diseño de oligonucleótidos para la amplificación de NAT1 
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Para confirmar la etiqueta de FUS1 con la proteína fluorescente, se diseñaron los 

oligonucleótidos que se muestran en la Tabla III (Fwd: FUS1int y Rev: FUS1 3´utr), los cuales 

se utilizaron para amplificar un fragmento forward y reverse que va desde una región 

interna del ORF de FUS1 (Fwd) hasta su 3´UTR (Rev). 

Tabla III. Oligonucleótidos para la confirmación de inserción de mRuby +his en el C-terminal 

de Fus1p. El oligonucleótido forward se diseñó para amplificar a partir ORF interno de FUS1, 

mientras que el reverse se une a la región 3´UTR del mismo gen. 

Fwd:mRuby/FUS1 5´GAAGATAGAGGCATTGTGCCTGGTGACTGTCTCCAAGAATACGAC

TGAATCGGTGACGGTGCTGGTTTA 

Rev:his/FUS1 3´utr 5´ATATAAGTACAGAATTATAGGTATAGATTAAATGCGAACGTCAATT

GGATGGCGGCGTTAGTATCG 3´ 

Fwd: FUS1int 5´ ACGAATCTCCACTATCTCGATGG 3´ 

Rev: FUS1 3´utr 5´CCTCCAGGTGAAA AGACCTACA3´ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figuera 10. Diagrama del diseño de oligonucleótidos para confirmar que FUS1 ha sido 

etiquetado con la proteína fluorescente mRuby2 en el C-terminal. 
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Construcción del reportero para la vía UPR 

El reportero para la vía UPR es KAR2 del cual se realizó un análisis de la actividad 

transcripcional de su región promotora. Se diseñaron oligonucleótidos para amplificar 210 

nt (-160 al 50) de su promotor. Los pimers forward y reverse contienen sitios de restricción 

SacI y XmaI respectivamente (Figura 11), los cuales se utilizaron para amplificar y clonar el 

promotor de KAR2 en el vector monocopia PRS415 de expresión en levadura (Figura 12). La 

región promotora de KAR2 se insertó rio arriba de una secuencia de CFP (Proteína 

Fluorescente Cian). La actividad transcripcional de la región promotora se determinó 

mediante la intensidad de fluorescencia de CFP por citometría de flujo.  

 

Figura 11. Diagrama del diseño de oligonucleótidos para una parte del promotor de KAR2 

(210 nt). Los oligonucleotidos forward y reverse se diseñaron para contener sitios de 

restricción para SacI en la región 5´ y XmaI en el 3´. El producto obtenido fue digerido e 

introducido a un vector de expresión en S. cerevisiae. 
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Mutante condiconal ΔGα [Gα] 

La cepa ΔGα (K258-14D [Gα]) fue adquirida de construcciones pasadas. Esta no presenta en 

su genoma la secuencia del gen GPA1 que codifica para la subunidad Gα, la expresión de 

Gα está dada por la introducción de un plásmido centromérico que contiene el gen GPA1 

bajo el control del promotor de galactosa, por lo cual únicamente en presencia de esta 

fuente de carbono se activar la transcripción de Gα, mientras que en otras fuentes de 

carbono se deja de transcribir y la vía de respuesta a feromona se mantiene 

constitutivamente activa, por lo que eventualmente la célula entra en arresto celular y 

muere. 

Construcción de GFP-Ste18p y su localización 

Para observar la sub localización de Ste18p se construyó una fusión completa GFP-STE18-

NAT1, para esto se amplificaron por PCR las secuencias de codificación de los genes GFP 

(Fwd: GFP-ste18 5´utr y Rev:GFP-ste18), STE18 (Fwd: STE18-gfp y Rev:STE18-nat1) y NAT1 

(Fwd:NAT1-ste18 y Rev:NAT1- ste18 3´utr). En una segunda PCR se utilizaron como 

Figura 12. Vector monocópia de expresión en 

levadura: PRS415, para clonación del promotor kAR2 

(amarillo) ligado a la proteína fluorescente CFP como 

reportera. 
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templado los productos purificados de GFP (715pb) y STE18 (564). Los primeros 10 ciclos de 

la reacción se realizaron en ausencia de oligonucleótidos usando una temperatura de fusión 

(tm) de 55°C (para que ambos fragmentos linearizaran), después se añadieron los 

oligonucleótidos: Fwd: GFP-ste18 5´utr y Rev: STE18-nat1 que se muestran en la tabla VIII, 

y la reacción continuo 25 ciclos más. Al finalizar la reacción se procedió a purificar el 

producto final de 1279pb (GFP-STE18). En la tercera PCR se usaron como templados los 

productos purificados de GFP-STE18 (1279 pb) y de NAT1 (1200pb). Se realizaron 10 ciclos 

sin oligonucleótidos (para que ambos fragmentos linearizaran) usando una tm de 55°C, 

después de finalizar los 10 ciclos se añadieron los oligonucleótidos: Fwd: GFP-ste18 5´utr y 

Rev: NAT1-ste18 3´utr y la reacción continuo por 25 ciclos más. Al final se obtuvo la fusión 

de STE18 etiquetado en el N-terminal con GFP unidos al casete de resistencia NAT1 (GFP-

STE18-NAT1), que fue integrado al genoma de S. cerevisiae por recombinación homóloga 

(Figura 13). 

De la misma manera se construyó la fusión de GFP-STE18SS-NAT1, en la cual STE18SS tiene 

sustituida la cisteína 106 y 107 por dos residuos de serina. A partir del plásmido que 

contenía el gen STE18SS proporcionado por la Dra. Laura Ongay, se procedió a amplificar 

por PCR a STE18SS (Fwd: STE18-gfp y Rev STE18SS 3´utr). También se amplificaron las 

secuencias de codificación de los genes GFP (Fwd:GFP-ste18 5´utr y Rev:GFP-ste18) y NAT1 

(Fwd:NAT1 3´utr ste18SS) y se continuo con el mismo procedimiento que el de la 

construcción GFP-STE18-NAT1. 
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Figura 13. Representación gráfica de la fusión de GFP-STE18-NAT1 

por PCR 
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Tabla IV. Oligonucleótidos utilizados para la construcción GFP-STE18-NAT1 y GPF-STE18SS-NAT1: Nucleótidos sombreados 

corresponden al linker (IGDGAGLIN) entre GFP y STE18. Los oligonucleótidos marcados con * fueron empleados en la 

construcción de GFP-STE18SS-NAT1 en lugar de Fwd: NAT1-ste18 y Rev: STE18-nat1 

 

 

Oligonucleótido Secuencia 5´ -- 3´ 

Fwd:GFP-ste18 5´utr 5’AGGATAGTAGCAATCGCAAACGTTCTCAATAATTCTAAGAATGAGCAAGGGGGAAGAGTTG 3’ 

Rev:GFP-ste18 5´TTGTAAGCGTGGAGAGTTTTGAACTGATGTaggacgaccgtgaccgatTTTGTAAAGTTCATCCATGCCATG3’ 

Fwd: STE18-gfp 5’ ATAACACATGGCATGGATGAACTTTACAAAatcggtgacggtgctggtACATCAGTTCAAAACTCTCCACGC 3´ 

Rev:STE18-nat1 5´GTGACCCGGCGGGGACAAGGCAAGCTAAACATTTTGAATAAGATATGAACGGAGCCAAAAT 3´ 

Fwd:NAT1-ste18 5´ATTTTGGCTCCGTTCATATCTTATTCAAAATGTTTAGCTTGCCTTGTCCCCG3´ 

Rev:NAT1-ste18 3´utr 5’GCTGAATTAATTTTGAATAAGATATGAACGGAGCCAAAATT CGTTTTCGACACTGGATGGCG 3’ 

Fwd:NAT1 3´utr ste18ss* 5´TGATAGTAATAGAATCCAAAAAAAAAAAAAATATACATGCGTTTAGCTTGCCTTGTCCCCG 3´ 

Rev STE18SS 3´utr* 5´GCATGTATATTTTTTTTTTTTTTGGATTCTATTACTATCA TTACATAAGCGTAGAAGAAAC 3´ 
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Ensayo de sensibilidad a inductores de estrés 

Para inducir estrés de RE se usó 2-DOG y tunicamicina a las concentraciones indicadas en 

las figuras. A partir de un cultivo en fase exponencial (DO600~ 0.5) se hicieron diluciones en 

serie (1:10). Una alícuota de cada dilución se depositó en cajas petri con medio solido que 

contenía las drogas. Las cajas se incubaron a 30°C durante 48 hrs. 

Ensayo de competencia entre inductores de estrés y feromona α 

Para los ensayos de competencia se crecieron células hasta la fase exponencial. Una alícuota 

con 1.5 x 106 cels/ml se sometió a tratamientos con inductores de ERE y con feromona a las 

concentraciones y por los tiempos que se indican en las figuras. Las células se fijaron con 

formaldehido al 4% durante 15 min. Posteriormente se colectaron por centrifugación y se 

lavaron con buffer de fosfatos 0.1 M. Las muestras fueron montadas en el cubreobjetos con 

el medio de montaje antidecoloración ProLong Diamond de thermo Fisher que se aplicó 

directamente en el pellet de las células en portaobjetos de microscopio. Se determinó la 

morfología de las células (formación de shmoo) y la inducción de genes reporteros por 

microscopía de luz y microscopía confocal respectivamente.  

 

Extracción de ADN cromosómico  

La extracción de ADN se llevó a cabo usando la metodología descrita por (Hoffman y 

Winston, 1987) con modificaciones. A partir de un cultivo en fase exponencial las células se 

recuperaron por centrifugación y se re suspendieron en un poco de líquido remanente. La 

lisis se llevó acabo de la siguiente manera; a las células recuperadas se les agrego QTP (0.2% 

TritonX-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8 y 1mM NaEDTA), perlas estériles y 

fenol:cloroformo 1:1, se agitaron en vortex durante 2-4 min y se añadieron 200 μl de agua. 

La muestra se centrifugó durante 5 min a 12 000 rpm. El sobrenadante se recuperó y se le 

agregó 1 ml de etanol al 100% y se centrifugó nuevamente. El pellet se resuspendió en 500 

μl de agua y 3 μl de RNasa (10 mg/ml), la muestra se incubó a 37°C durante 5 min. Se 
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agregaron 10 μl de acetato de amonio 4 M y 1 ml de etanol al 70%, se mezcló por inversión 

y se centrifugó. El pellet se secó y se re suspendió en 50 µl agua estéril. 

Ensayos de apareamiento 

Las cepas que se aparearon son: WT y ΔGβΔGγ de la w303-1A, y Ste18ss (cepas con 

mutaciones puntuales en el sitio de farnesilación de la proteína Ste18p) y GFP-Ste18p (cepa 

que tiene Ste18p etiquetada con GFP en su N-terminal) de la cepa BY4741. Se tomaron 

colonias individuales de cada cepa MATa y se crecieron como pequeños parches en cajas 

petri con YPD solido por 48 horas a 30°C. 

A partir de un cultivo en medio líquido de toda la noche se tomaron 150 µl de células MAT 

(cepas 70 y BY4742), y se hizo un césped en una caja petri de YPD sólido y se dejó crecer a 

30°C durante 24 horas. Una vez que el césped y los parches crecieron se combinaron por 

replicación en terciopelos y se transfirieron a una caja con YPD. Se incubaron a 30° C durante 

6 horas y se replicaron también mediante terciopelo a medio mínimo selectivo de diploides. 

Las cajas se incubaron por 48 horas a 30°C. Las imágenes de estos apareamientos se 

encuentran en anexos. 

Transformación de E. coli 

Las células competentes de la cepa DH5α de E. coli se utilizaron para la amplificación de 

plásmidos. 100 µl de estas células y 20 ng/µl de DNA fueron colocados en un tubo eppendorf 

y se mezclaron a continuación se incubaron en hielo durante 30 min, pasado el tiempo se 

procedió a darles un choque de calor a 42°C durante 1 min. Se agregó un 1 ml de LB sin 

antibiótico y se incubó a 37°C durante 1 hora con agitación. Se centrifugó la suspensión 

celular y el pellet se re suspendió en el líquido remanente (del mismo medio de cultivo). Las 

células se sembraron en cajas petri de  LB con ampicilina. 

Purificación de plásmido 

Para la purificación de plásmidos se empleó la metodología descrita en el manual QIAprep 

Miniprep Hanbook de QIAGEN 
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PCR 

Las reacciones de amplificación se hicieron en un termociclador Bio Rad PTC-100 peltier 

thermal cycler y las condiciones de amplificación fueron determinadas para cada uno de los 

ensayos. 

Tabla V. Condicones estándares de PCR 

Condiciones estándar para un PCR          µl 

 Agua estéril 39 

  Buffer 10x pfx 5 

 MgCl2 50mM 1.5 

 DNTP´S 10mM 1 
 Forward oligos 200ng/ μl 1 
 Reverse oligos 200ng/ μl 1 

 pAG25 10ng/ μl 1 

 Taq 0.5 

 50 

 

Purificación de DNA a partir de gel de agarosa 

Los productos de PCR se analizaron por la técnica de electroforesis usando un gel de agarosa 

al 0.8%, con amortiguador SB (amortiguador de Borato de Sodio). El 1Kb “plus ladder” de 

Thermo Fisher Scientific se usó como marcador de peso molecular 1Kb. Las muestras se 

tiñeron con GelRed (biotium) y se visualizaron en un transiluminador Maestro Gen MLB-16. 

Cuando se requirió se purificó la banda de interés cortando el gel y extrayendo el DNA 

siguiendo el protocolo “Geneclean” mediante el “Kit” de Biomedicals. 

Transformación de Saccharomyces cerevisiae 

La transformación de S. cerevisiae se llevó a cabo usando la metodología de Ito et al., 1983 

con modificaciones. Las células se crecieron hasta la fase exponencial y se ajustaron a una 

DO600 0.2. Se incubaron a 30°C hasta alcanzar una duplicación en la densidad (3-4hrs). Las 

células se recuperaron por centrifugación y se lavaron con agua estéril, luego se lavaron con 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10787018


 

31 

Acetato de Litio /TE 1X y finalmente se re suspendieron en 250 μl de Acetato de Litio /TE 1X 

(células competentes). 

Se colocaron 50μl de células competentes y el DNA de interés ( ̴1 µg), 5 μl de DNA esperma 

de salmón (1 mg/ml) y 300 μl de PEG/LiOAc/TE (PEG 40%- Acetato de Litio- Tris- EDTA). La 

muestra se incubó con agitación (250 rpm) durante 30 min a 30°C. Se añadieron 40 µl de 

DMSO y se dio un choque de calor a 42°C durante 15 min. Las células se recuperaron 

mediante centrifugación y el pellet se re suspendió en 50 μl de agua estéril y se sembró en 

cajas con medio selectivo. Las cajas se incubaron 48 hrs a 30 °C. 

Ensayo de viabilidad  

Se cultivaron las células en 5 ml de YPD durante toda la noche a 30°C. Al día siguiente se 

inocularon tres tubos y se les ajustó la absorbancia a DO600-0.2. Dos de los cultivos se 

trataron con diferente concentración de tunicamicina (Tn): 1.5 µg/ml y 2 µg/ml y un tercer 

tubo fue control. Se incubaron por 3 y 4 hrs a 30°C. Transcurrido el tiempo se determinó la 

absorbancia y se cosechó el volumen necesario para tener una DO600-0.8 de células 

resuspendidas en 1 ml. Las células se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml. Las células 

se lavaron con PBS1X y se centrifugaron 5 min a 8000 rpm. La pastilla se resuspendió en 197 

µl de buffer GH (glucosa 2%, HEPES 10 mM, PH 7.2) con 2.5 µl de FUN1 (400 µM). FUN1 es 

indicador fluorescente, cuando las células están vivas este indicador se acumula en la 

vacuola y produce una emisión naranja (esto por el pH acídico de este organelo) y cuando 

las células están muerta se acumula en el citoplasma y produce una emisión verde (pH 

neutro). Las células se incubaron durante 30 min a 30⁰C con agitación y en obscuridad, 

transcurrido este tiempo se cosecharon y se lavaron con PBS 1X y se re suspendieron en 

100 µl de PBS 1X. Se aplicó el mismo tratamiento a células que fueron previamente 

calentadas por 10 min a 92°C con el objetivo de visualizar el colorante FUN1 en células 

muertas. Las células se visualizaron con un microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 

Se tomaron imágenes de 3 campos y se contó el número de células vivas y de células 

muertas con el programa ImageJ 1.51J. Finalmente se graficó el promedio del porcentaje 

de células vivas de cada tratamiento. 
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Citometría de flujo 

La determinación cuantitativa de la fluorescencia se hizo por citometría de flujo. Las células 

se separaron en un equipo Attune y se detectaron con láser azul/violeta (405/488 nm). En 

todos los casos se colectaron 50,000 células y los datos se analizaron con el software attune 

cytometric software v2.1  
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VIII. RESULTADOS 

Formación del shmoo en respuesta a la feromona 

Con el objetivo de estandarizar los tiempo de respuesta al apareamiento en este ensayo 

expusimos a las células MATa a la feromona α por diferentes tiempos. Se observa que 

cuando la célula se expone a la feromona se genera una proyección de apareamiento y la 

morfología cambia de una forma semiesférica a una forma de shmoo. La formación del 

shmoo comienza a la hora de exposición a la feromona, se mantiene por las siguientes dos 

horas y desaparece a las 4 horas (Figura 14A). En este tiempo se ha alcanzado un fenómeno 

de desensibilización (adaptación) a la feromona de apareamiento (Bidlingmaier y Snyder, 

2004). El porcentaje de células gemando antes del tratamiento con feromona es de 

alrededor del 90%, a las 2 hrs de tratamiento disminuye a un 5% y a las 4 hrs regresa a un 

82% (Figura 14B). 

 Figura 14. Saccharomyces cerevisiae responde a la formación del shmoo entre la primera 

y segunda hora de exposición a la feromona α. (A) Formación del shmoo de las células en 

respuesta a la feromona α. Las células se trataron con feromona α (1 µg x 1 X 106 cels/ml) 

durante 4 horas y se analizó su morfología a través de imágenes obtenidas por óptica campo 

claro (Las flechas indican células shmoo). (B) Gráfico que muestra el porcentaje de células 

gemando tras un tratamiento con feromona α. S. cerevisiae detiene su división celular a las 

2 horas de exposición con feromona α y después de un intervalo de tiempo reanuda la 

división celular. 
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Fus1p se expresa y se localiza en el tip del shmoo en respuesta a la feromona α 

Además de la formación del shmoo, las células en respuesta a la feromona activan genes 

necesarios para el apareamiento, entre ellos FUS1 que codifica para una proteína de fusión 

membranal. En este ensayo observamos la expresión y localización de la proteína Fus1-

mRuby en respuesta a la feromona α. A los 30 min de exposición a la feromona se observa 

ya una sobre-expresión de Fus1, aun cuando no se ha formado el shmoo totalmente. 

Después de este tiempo y hasta los 120 min Fus1 se enriquece en el tip del shmoo (Figura 

15).   

 

Figura 15. La respuesta de expresión de Fus1p es a tiempo cortos. Imágenes obtenidas por 

microscopía de epifluorescencia que muestran la expresión de FUS1-mRuby por exposición 

de la feromona α. Las células fueron crecidas en YPD y tratadas con feromona α (1 µg x 1 x 

106 cels/ml). Las células fueron monitoreadas cada 30 min durante 120 min como se indica 

en la figura. 

 

Efecto de la Tn y 2-DOG en la morfología y viabilidad de las células 

Se trataron células con las diferentes concentraciones de inductores de estrés de RE y por 

diferentes tiempos para determinar sus efectos en la morfología y en la viabilidad celular. 

Esto con el objetivo de encontrar condiciones en las que la morfología y la viabilidad no 

estuvieran comprometidas. Como puede observarse en la Figura 16A, tratamientos con 2 

µg/ml de Tn y 6 mM de 2-DOG no afectan la morfología celular, incluso hasta las 4 hrs de 

exposición a las drogas. En estas condiciones se observa que la mayoría de las células 
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mantienen una forma semiesférica y una gran proporción están en proceso de gemación. 

Los efectos del tratamiento con estas drogas en la viabilidad se determinaron empleado el 

indicador fluorescente FUN1. Cuando la célula está viva este indicador se acumula en la 

vacuola y produce una emisión naranja (esto por el pH acídico de este organelo) y cuando 

la célula está muerta se acumula en el citoplasma y produce una emisión verde (pH neutro). 

Se encontró que tratamientos con 1.5 y 2 µg/ml de Tn las células mostraron una reducción 

máxima de la viabilidad celular de 23.14 % durante 4 hrs  y del 13.8% con 2-DOG (Figura 16 

B y C). Considerando el rango de viabilidad que se presenta en condicones normales de 

crecimiento en cultivos celulares que van del 80 al 95%,  las concentraciones de Tn y 2-DOG 

empleadas en  este ensayo al tiempo que se indica, pueden considerarse adecuadas para 

inducir ER. 

 

Figura 16. Los inductores de estrés de retículo no alteran la morfología de las  células ni la 

viabilidad celular. (A) Morfología de las células en respuesta a inductores de estrés (2 µg/ml 

Tn y 6mM 2-DOG) durante 4 hrs de exposición. (B) Prueba de viabilidad con el colorante 

FUN1. Se presentan una serie de campos representativos de lo observado por microscopía 

de epifluorescencia con la tinción de FUN1 para las diferentes concentraciones de 2-DOG (5 

y 6 mM) y Tn (1.5 y 2µg/ml) después de 3 y 4 horas de crecimiento. También se muestra las 
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células sin tratar y células muertas que fueron expuestas a 92°C ambas tratadas con FUN1. 

(C) Cuantificación del porcentaje de células viables de 3 campos con 200 - 250 células por 

campo  en una misma muestra. 

KAR2 se expresa en respuesta a inductores de estrés 

Se midió la expresión de KAR2 como reportero de la vía UPR en células bajo el estímulo de 

inductores de ER a diferentes concentración y  tiempos. Kar2 es una chaperona que regula 

la activación del sensor del estrés de RE Ire1. Kar2 se expresa basalmente en la célula, pero 

en respuesta a estrés aumenta significativamente su expresión (Kohno, 1993). Los 

resultados por microscopía de epifluorescencia muestran que KAR2 aumenta ligeramente 

su expresión a las 2 horas de haber expuesto a las células a inductores de estrés, 2 µg/ml 

de Tn o 5 mM de 2-DOG. A las 3 hrs de tratamiento, la expresión de Kar2 se incrementa 

significativamente sobre todo con Tn (Figura 17A). 

Adicionalmente, se midió la expresión de Kar2 determinando la intensidad de fluorescencia 

por citometría de flujo (Figura 17B). Las células tratadas únicamente con Tn (1.5 y 2µg/ml) 

mostraron un incremento significativo en los niveles de expresión de KAR2 con respecto a 

la muestra control (sin tratamiento) desde las 2 horas de tratamiento. Por otro lado, aunque 

los tratamientos con 5 y 6 mM de 2-DOG producen un aumento en la expresión, ésta no es 

significativamente mayor que la expresión en las células sin tratamiento (Figura 17C). La 

expresión en una construcción que no tiene el promotor de KAR2 es de la misma proporción 

que la expresión en una cepa WT en presencia de los inductores de ERE (datos no 

mostrados), lo que nos confirma que los niveles de expresión están regulados por el 

promotor de KAR2 y que a su vez, la expresión de KAR2 aumenta con los tratamientos 

inductores de ERE (Kohno et al., 1993).  

El análisis cuantitativo de los resultados de la citometría de flujo y los perfiles 

representativos para los tiempos de 1, 2 y 3 hrs se muestra en la sección de anexos (Tabla 

IX). 
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En este ensayo observamos que los niveles de expresión de KAR2 muestran un aumento 

significativo hasta las dos horas de tratamiento y, que bajo estas condiciones el tiempo de 

respuesta al estrés no es simultáneo a la respuesta de la feromona. 

  

Figura 17. La expresión de KAR2 se incrementa significativamente sobre todo con Tn a las 

2 horas de tratamiento (A) Imágenes por microscopía de epifluorescencia de la actividad 

transcripcional de KAR2 en células de levadura expuesta a 5mM de 2-DOG y 2µg/ml de Tn 

a las 2 y 3 hrs de tratamientos. (B) Perfiles representativos de citometría de flujo de la 

actividad de KAR2 a las tres horas de tratamiento con inductores de ERE. (C) Gráfica de la 

expresión de KAR2 durante las 3 horas de tratamiento con Tn (1.5 y 2µg/ml) y 2-DOG (5 y 6 

mM). Se muestra promedio y desviación estándar obtenidas a partir de tres experimentos. 

Anova de dos vías p<0.01. 
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La Tn y 2-DOG inhiben la formación del shmoo en respuesta a la feromona α 

Después de determinar la cinética de respuesta a la feromona  y de comprobar que los 

tratamientos con Tn y 2-DOG inducen la expresión de KAR2 sin comprometer la viabilidad 

celular, se exploró el efecto que tiene la inducción de estrés de RE en la vía de respuesta a 

feromonas. Cuando las células se exponen simultáneamente a la feromona α y a Tn o 2-

DOG, no son capaces de formar el shmoo aún después de 4 horas de tratamiento (Figura 

18A). También observamos que el porcentaje de células gemando en presencia de 

inductores de estrés es significativamente mayor a las 2 hrs de tratamiento comparado con 

las células que tratadas únicamente con feromona α (Figura 18B). Estos resultados sugieren 

que en presencia de inductores de estrés de retículo las células no son capaces de activar la 

vía de respuesta a la feromona . 
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Figura 18. La Tn y 2-DOG inhiben la formación del shmoo en respuesta a la feromona α. 

(A) Ensayo de competencia entre inductores de estrés y feromona α (Fα) en una cepa 

silvestre. Imágenes por microscopio de contraste de fase de células expuestas a la feromona 

α (1 µg x 1 x 106 cels/ml) +2-DOG 6 mM, y feromona α + 2 µg/ml de Tn, crecidas en YPD 

como medio de cultivo y monitoreadas a diferentes tiempos como se muestra en la figura. 

(B) Respues de las células en precencia de de feromona α a las 2 hrs. (C) Gráfico que muestra 

el porcentaje de células gemando tras un tratamiento con feromona α, feromona α más 

inductores de estrés y celulas sin tratar. Cuantificación del porcentaje de células gemando 

de 3 campos con 200 - 220 células por campo  en una misma muestra. 

 

Efecto de los inductores de estrés de RE en la expresión de Fus1p. 

Para comprobar que la inducción de un estrés de RE inhibe la respuesta a feromonas de 

apareamiento, se determinó la inducción de la expresión de FUS1 en la presencia 

simultánea de feromona  y de inductores de estrés. Esto se hizo mediante la detección del 

reportero Fus1-mRuby por microscopía de fluorescencia (Figura 19). Observamos, que 

Fus1p se expresa cuando las células se estimulan simultáneamente con feromona y un 

inductor de ERE (Tn o 2–DOG). La expresión de FUS1 en la mayoría de los casos es uniforme 

y en todo el citoplasma, pero en algunas células se concentra en puntos que prefiguran un 

tip. Aunque el número no es significativo, la mayor proporción de células que muestran una 

distribución punteada de Fus1p se observa a los 60 y 90 min, lo cual coincide con la mayor 

proporción de células con forma de shmoo detectada en los tratamientos anteriores. Estos 

resultados nos indican que la Tn y 2-DOG cuando se administran simultáneamente con la 

feromona no inhiben la expresión de FUS1 pero sí inhiben la formación del shmoo y por 

tanto la acumulación de Fus1p en el tip. 
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Figura 19. Expresión de FUS1 en células que fueron tratadas simultáneamente con Tn (1.5µg/ml) y feromona α (Fα) (1µg x 1 x 106 

cels/ml), así como 2-DOG 5mM y Fα. La expresión del reportero Fus1p-mRuby se analizó a diferentes tiempos (como se indica en la 

imagen) una vez que fueron añadidos los dos estímulos. 
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La expresión de FUS1 se inhibe cuando se induce estrés de RE previamente al estímulo de 

la feromona. 

Es posible que el incremento en la expresión de FUS1 que se observa en el experimento 

anterior se deba al tiempo que tarda en producirse el efecto de las drogas sobre el RE. Por 

esto se expusieron células a Tn 3 hrs antes de añadir la feromona α. Una vez que las células 

fueron expuestas a la feromona, se observó a las 1.5 hras que la expresión de Fus1p era 

evidentemente menor comparada con aquellas células que no fueron estresadas. Estas 

últimas muestran una expresión y localización de Fus1p en el tip del shmoo a los 30 y 90 

min. También observamos la expresión de KAR2, pero las diferencias en la intensidad de 

expresión no son muy evidentes en las células con estrés y sin estrés (Figura 20). Sin 

embargo, la expresión de KAR2 aumenta significativamente a las 3 horas de tratamiento 

con Tn como se demostró en el ensayo de citometría de flujo.  

En este ensayo demostramos que las células ante un previo estrés de retículo no son 

capaces de responder a vía de respuesta a feromona. 
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Figura 20. La expresión y localización de Fus1p disminuye ante un pre-tratamiento con Tn. 

Expresión de KAR2 y FUS1, en células que fueron estresadas previamente con Tn (1.5 µg/ml) 

durante 3 horas y se les añadió feromona α (1 µg x 1 x 106 cels/ml). La expresión de los 

reporteros se midió a los 30 y 90 min después de haber añadido la feromona.  

 

La subunidad Gα no participa en la respuesta a inductores de estrés de RE 

La inhibición de la respuesta a feromonas de apareamiento por los inductores de estrés de 

RE puede deberse entre otros factores a que algún componente de la proteína G se requiere 

para la respuesta al estrés y en esas condiciones no participa en la respuesta a feromonas. 

Esto se apoya en la observación de que la subunidad  de la proteína G de Arabidopsis se 

requiere para generar una respuesta a la Tn (Wang et al., 2007). En el laboratorio ya se 

había definido que mutantes carentes de G y de G no tienen defectos de crecimiento en 

medios con inductores de estrés. En este trabajo evaluamos el efecto de la inactivación de 

la subunidad G. Para esto se hizo un ensayo de crecimiento por diluciones seriadas. En 
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este ensayo se comparó el crecimiento en TN o 2-DOG de la mutante doble GΔGΔ con el 

de la mutante sencilla GΔ. Es importante recordar que una mutante GΔ no es viable, ya 

que la vía de respuesta a feromonas se activa constitutivamente y esto causa la interrupción 

del ciclo celular en G1.  

En estos ensayos se observó que la doble mutante GαΔGβΔ crece con la misma eficiencia 

que la mutante sencilla GΔ y que la cepa silvestre en medios con 10 mM de 2-DOG y en 

0.3 µg/ml de Tn (Figura 21A). Estos resultados sugieren que igual que las proteínas Gβ y Gγ, 

la subunidad Gα no está involucrada en la respuesta a estrés de RE. 

 

Figura 21. La subunidad Gα de la proteína G no participa en la respuesta a inductores de 

estrés de retículo. Ensayo de sensibilidad por goteo a inductores de estrés de retículo. Se 

evalúa le fenotipo de mutantes nulas de las subunidades de la proteína G heterotriméra. Se 

comparan las mutantes para la proteína GβΔ y la doble mutante de GαΔGβΔ en presencia 

de inductores de estrés de RE: 0.3 µg/ml de Tn y 10mM de 2DOG.  

 

Los inductores de estrés de RE revierten la letalidad de una mutante GαΔ 

Como se ha mencionado anteriormente, la inactivación de la subunidad G induce letalidad 

por la activación constitutiva del dímero GG el cual induce la vía de apareamiento y por 

consiguiente la interrupción del ciclo celular en G1. En este ensayo evaluamos el efecto de 

la 2-DOG en el crecimiento de células en las que se inactiva la subunidad G. Para esto, una 

mutante nula del gen que codifica para G (GPA1) se transformó con un plásmido 

centromérico que contiene el gen GPA1 bajo el control del promotor de galactosa. En 

medios con galactosa el gen se expresa y mantiene la viabilidad celular la cual se infiere por 
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la alta proporción de células gemantes (Figura 22). En estos cultivos, una proporción baja 

de células deja de gemar y adquieren la morfología shmoo debido a la pérdida espontánea 

del plásmido. En medios con glucosa en cambio, la expresión de GPA1 se apaga, se activa la 

vía de feromona, las células dejan de dividirse y adquieren la morfología shmoo (Figura 24). 

Las células que se transfieren a glucosa y que se tratan simultáneamente con 2-DOG, 

muestran un retraso significativo en la formación del shmoo. En estas condiciones, y a 

diferencia de las células que sólo tienen glucosa, hay una alta proporción de células 

gemando aún en tiempos largos de incubación (Figura 24). Estos resultados nos sugieren 

que existe un mecanismo por el cual la 2-DOG revierte la letalidad que se genera por 

inactivación de la subunidad G y la consiguiente activación constitutiva de la vía de 

respuesta a feromonas.  

 

Figura 22. Una mutante de la subunidad Gα no es capaz de forma shmos y continua 

gemando en medios con 2-DOG.  Las células fueron crecidas durante toda la noche en 

YPGal. Después se lavaron con PBS 1X y se transfirieron a YPGal, YPD y YPD + 2-DOG (10 
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mM). Posteriormente se monitoreo la morfología de las células por microscopía de luz a las 

horas que se indican en la figura. Las flechas indican células shmoo. 

 

La localización en la membrana de Ste18p se bloquea en condiciones de estrés de RE. 

El hecho de que ninguna de las 3 subunidades de la proteína G participen directamente en 

la respuesta al estrés de RE, nos llevó a preguntarnos como pueden los inductores de estrés 

inhibir la vía de apareamiento. Una hipótesis es que de alguna manera la Tn y la 2-DOG, por 

ser inhibidores de la glicosilación afectan la farnesilación (y la palmitoilación) de la 

subunidad G (véase la sección de Introducción). Para probar si éste es el caso, se evaluó la 

localización de la subunidad G en células tratadas con Tn por 3 hrs y posteriormente con 

feromona . Para este ensayo se generó una cepa que expresa una forma de G etiquetada 

en su extremo N-terminal con la proteína verde fluorescente (GFP). Cabe mencionar que 

esta proteína híbrida es funcional y no afecta la vía de respuesta a feromonas. 

Las imágenes de microsopía confocal mostraron que G se localiza en la membrana 

plasmática en células que no se han tratado ni con Tn ni con feromona. Cuando las células 

se trataron con  feromona, G se acumula en una gran proporción en el tip de las células 

que han adquirido la morfología shmoo, pero cuando las células se tratan con Tn y luego 

con feromona, G se deslocaliza y se observa en citoplasma y sobre todo forma acúmulos 

citoplásmicos (Figura 23). En estos ensayos se incluyó una versión mutante de G (GSS), la 

cual carece de los residuos de cisteína del motivo CAAX y que no pueden modificarse 

postraduccionalmente. Esta versión de G que carece de ácido palmítico y de farnesilo se 

localiza permanentemente en el citoplásma sin importar el tratamiento. 

Estos resultados sugieren que la subunidad Gγ se disocia de la membrana plasmática 

cuando el estrés de RE es prolongado, lo que puede explicar por qué la señal de la feromona 

se interrumpe en presencia de inductores de estrés de RE. 
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Figura 23. Gγ se localiza en membrana y se acumula en citoplasma ante un tratamiento con Tn. (A) Imágenes por microscopía 

confocal muestran la localización de GFP-Gγ en células WT que no fueron tratadas ni con feromona α (Fα) ni con Tn (--), células tratadas 

únicamente con Fα (+-) y células tratadas previamente con Tn (2 µg/ml) durante tres horas y se les añadió Fα (++). La localización de 

Gγ se observó a los 120 de exposición a la Fα. Lo mismo se hiso para la mutante GFP-Gγ SS. 
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IX. DISCUSIÓN 

La levadura S. cerevisiae responde a feromonas sexuales por medio de una vía de 

transducción que promueve cambios en la trascripción génica y promueve cambios en el 

ciclo celular. En particular se activa la transcripción de genes que participan en la formación 

de un gameto (shmoo) y en la fusión membranal como FUS1. Así mismo las feromonas 

inducen un arresto del ciclo celular en la fase G1 (McCaffrey et al., 1987; Trueheart et al., 

1987; Bidlingmaier y Snyder, 2004).  

La vía de señalización inicia con un complejo membranal que está compuesto por un 

receptor, sea este Ste2 o Ste3  en el cual está acoplada una proteína G heterotrimérica. La 

estimulación con feromonas promueve la inducción transcripcional de genes como BAR1, 

AKR1 y Sst2 (Stratton, et al., 1996; Feng y Davis, 2000) que codifican para proteínas que 

funcionan como reguladores negativos de la vía y que promueven un fenómeno de 

adaptación de las células a la feromona el cual se conoce como desensibilización (Dohlman 

y Thorner, 2001; Bardwell, 2005). Por un lado, la proteína Bar1p es una proteasa que 

inactiva (degrada) a la feromona α y por otro lado la fosforilación en el extremo C-terminal 

del receptor Ste2 promueve la regulación negativa regulando positivamente la 

ubiquitinación y la internalización del mismo receptor (Chen y Konopka, 1996; Hicke, et al., 

1998). En las condiciones usadas en este trabajo, la máxima respuesta a la feromona ocurre 

de la célula a la feromona α. Este tipo de desensibilización y de adaptación también se 

observa en las células de mamíferos y en respuesta a las hormonas peptídicas (Jones y 

Hinkle, 2005; Fu et al., 2014). 

El apareamiento en la levadura consta de dos procesos, el primero es la inducción de la 

expresión de proteínas necesarias para que se lleve a cabo la fusión célula-célula, y el 

segundo es la respuesta quimiotrópica de la célula hacia la región de mayor concentración 

de la feromona. Esta última conduce a la polarización celular que da lugar a la formación 

del shmoo (Schrick et al., 1997; Bidlingmaier y Snyder, 2004). Esta proyección que 

morfológicamente se distingue por la formación de un tip, consiste en el ensamblaje de un 

complejo de proteínas conocido como polarisoma. El polarisoma contiene entre otras 
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proteínas al complejo receptor-proteína G y a Fus1p (Trueheart et al., 1987; Bar et al., 

2003). Nuestros datos muestran que tanto Fus1p como G se acumulan en el tip en 

respuesta al estímulo de la feromona y que la inducción simultánea de estrés de retículo 

endoplasmático (ERE) inhibe la formación de éste tip y tanto Fus1p como G se 

redistribuyen en el citoplasma.  

Una de varias explicaciones del porqué la célula no se polariza en presencia de inductores 

de estrés incluye que éstos afectan a elementos que forman parte de la pared celular. Se 

ha reportado que la tunicamicina conduce a una deslocalización de la quitina, (Vai et al., 

1987), y esto genera defectos en el ensamblaje de polímeros de la pared celular afectando 

la formación del polarisoma (Popolo et al., 1997; Cullen et al., 2000). La Tn y la 2-DOG son 

inhibidores de la N-glicosilacion, y probablemente están afectando a proteínas de la vía 

secretora o proteínas que se requieren para la síntesis de la pared celular como Gas1p 

(Chenevert et al., 1994; Mondesert y Reed, 1996; Popolo et al., 1997; Shahinian y Bussey; 

2000). De los elementos de la vía de respuesta a feromonas, el único que es N-glicosilado 

es el receptor Ste2 de la feromona , sin embargo, se ha comprobado que la eliminación 

de los dos sitios de glicosilación que tiene la proteína no afecta su adecuada inserción en la 

membrana ni la unión de la feromona . Estas mutantes responden adecuadamente al 

estímulo y se aparean normalmente (Mentesana y Konopka, 2001). Fus1p por su parte 

también se glicosila pero esta glicosilación es de tipo O, la cual no se ve afectada por la Tn 

ni la 2-DOG (Trueheart y Fink, 1989). 

En este trabajo fusionamos sólo una parte del promotor de KAR2 (210 nt) a la proteína CFP 

para usarla como un reportero del estrés de RE. Este fragmento del promotor contiene 

únicamente los elementos de respuesta a estrés de RE y no contiene elementos de 

regulación por choque térmico (Hsf), los cuales están presentes en el promotor endógeno 

(Rose et al., 1989; Kohno et al., 1993). Como se observa en este trabajo, la expresión de 

KAR2 en estas condiciones responde muy bien a la estimulación con Tn y 2DOG (Promlek et 

al., 2011). En otros trabajos se ha reportado el uso de DTT y -mercaptoetanol para inducir 

estrés de RE (Pincus et al., 2010). Estos son agentes reductores que inhiben la formación de 
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enlaces disulfuro e inducen el plegamiento incorrecto de proteínas en el RE, sin embargo, 

tienen muchos efectos pleiotrópicos que pueden incluir la inhibición de la actividad de 

varias proteínas de la vía de la feromona. 

En este trabajo se encontró que Fus1p puede ser un buen reportero de la temporalidad de 

los eventos del proceso de apareamiento. Por un lado, se puede medir un evento temprano 

como es la respuesta transcipcional y por otro un evento tardío como es la formación del 

tip y la morfología shmoo. La estimulación con feromona induce significativamente la 

expresión de FUS1 como un primer evento y después su acumulación en el tip como un 

segundo evento. Nuestras observaciones indican que cuando la inducción del estrés de RE 

es simultaneo a la inducción de la vía de apareamiento no se afecta la expresión de FUS1, 

pero sí su acumulación en el tip del shmoo. Sin embargo, cuando el estrés de RE ocurre 

antes de la estimulación con feromona no sólo se inhibe la formación del tip, sino también 

la expresión de FUS1.  

En este trabajo se demostró que mutantes carentes de la subunidad G no muestran 

defectos en la respuesta a inductores de estrés de RE, lo que complementa las 

observaciones anteriores en las cuales se vio que mutantes de G y G muestran una 

respuesta normal a Tn y 2-DOG. Consideramos entonces que los efectos inhibitorios de la 

Tn y la 2-DOG sobre la vía de respuesta a feromonas pueden deberse entre otros fenómenos 

a defectos en el procesamiento de las proteínas de la vía. Esto se comprobó al determinar 

la localización de la subunidad G en condiciones de estrés de RE. G es palmitoilada y 

farnesilada en condiciones normales y esto permite que se ancle a la membrana plasmática 

junto con G con la cual forma un dímero muy estable (Pryciak y Huntress, 1998; Hirschman 

y Jenness, 1999; Manahan et al., 2000). Cuando el sistema se induce con feromona, G se 

acumula en el tip del shmoo seguramente como parte del complejo del polarisoma. El pre-

tratamiento con inductores de estrés evita que esto ocurra y G se deslocaliza y se 

distribuye en el citoplasma (en ocasiones en puntos discretos). Esta distribución 

citoplásmica coincide con la de una mutante de G que no se modifica 

postraduccionalmente. Esto sugiere que uno de los efectos del tratamiento con los 
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inductores de estrés de RE podria ser la inhibición de la farnesilación  de G lo que genera 

defectos en el proceso de respuesta a feromona. Sin embargo esto es meramente 

especulativo y aun faltan algunos trabajos por comprobarlo. 

El hecho de que un tratamiento simultaneo de inductores de estrés y feromona  no afecte 

la transcripción de FUS1 y sí la formación del shmoo, sugiere que esta transcripción se debe 

a la actividad de una proteína G funcional y pre-existente. Esto se refuerza por el hecho de 

que un pre-tratamiento con inductores de estrés de RE disminuye significativamente la 

transcripción de FUS1. Estas observaciones entonces sugieren que el efecto de la Tn ocurre 

en las proteínas que se sintetizan de novo y particularmente en la farnesilación de la 

subunidad G. 

En condiciones ambientales las células están expuestas a una gran cantidad de estímulos 

que son difíciles de predecir. En muchos casos estas señales son contradictorias y pueden 

provocar cambios celulares que son incompatibles y por lo tanto tienen que ser 

interpretados con cierta jerarquía. Un ejemplo es la preferencia de la célula a resolver un 

estrés osmótico antes de responder a un estímulo de apareamiento. Esto quiere decir que 

bajo dos estímulos, los mecanismos de regulación de la célula conducen a la activación de 

una vía y a la suspensión de la otra, hasta que las células resuelven y se adaptan a la primera 

(Nagiec y Dohlman, 2012).  

Los resultados de este trabajo demuestran que la inhibición de la respuesta a feromonas de 

apareamiento conforme aumenta el estrés de RE se debe a la deslocalización de la 

subunidad Gγ de la membrana plasmática. 

Presentamos un modelo que es plenamente especulativo, sin embargo, puede ser un 

escenario que explique la deslocalización de Gγ ante el estímulo de feromona y estrés de 

retículo; para probar esto, se requiere de más ensayos que nos permitan responder esta 

pregunta.  
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Figura 26. Modelo esquemático de la célula en respuesta al estrés de retículo. El estrés de 

retículo endoplasmático prolongado inducido por tunicamicina o 2-DOG podría inducir a la 

inhibición de otros mecanismos postraduccionales que también ocurren en el RE como es 

el caso de la prenilación; una modificación lipídica postraduccional que facilita la unión de 

proteínas a las membranas celulares como es el caso de la subunidad Gγ y que es necesaria 

para activar la cascada de respuesta a feromona. Una subunidad Gγ que no se farnesilo se 

dirige a la membrana plasmática a través de su asociación con Gα, que se acila de forma 

dual. Sin embargo, cuando se añade la feromona, Gα libera el dímero Gβγ. Debido a que Gγ 

no tiene las modificaciones lipídicas, Gβγ se libera en el citosol. Esta separación espacial de 

Gβγ de sus efectores unidos a la membrana  impide la señalización y, por lo tanto, la 

activación de los genes dianas de vía de respuesta a feromona.
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X. CONCLUSIONES 

 

 La estimulación con la feromona  induce transitoriamente la expresión de FUS1 y 

la formación del shmoo, después las células se adaptan y se desensibilizan.  

 La inducción de estrés de RE durante un estímulo con feromona inhibe la formación 

del shmoo. 

 La inducción simultánea de estrés de RE y de la vía de feromonas no afecta la 

expresión de FUS1 pero si su acumulación en el tip.  

 La estimulación con feromona  no induce la expresión de FUS1 en células pre-

tratadas con inductores de estrés de RE.  

 Mutantes carentes de las subunidades de la proteína G (α, β y γ) no presentan 

defectos de crecimiento en medios con inductores de estrés de RE. 

 Los inductores de estrés de RE provocan la disociación de la subunidad G de la 

membrana plasmática en células tratadas con feromona. En estas condiciones G no 

se acumula en el tip.  
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XI.PERSPECTIVAS 

 

Resulta interesante estudiar los efectos que ocasiona el estrés de retículo endoplásmico en 

la respuesta de apareamiento en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esto nos puede 

ayudar a entender más acerca de la importancia de los procesos que se llevan a cabo en el 

RE y que contribuyen a mantener su homeostasis y como la alteración de esta homeostasis 

puede comprometer otras funciones celulares incluyendo el apareamiento entre células de 

sexo opuesto. 

El estudio aquí reportado nos indicó que el tratamiento con inductores de estrés de retículo 

afecta la expresión de Fus1p, sin embargo es importante hacer un estudio fino y cuantitativo 

de estos efectos para determinar con precisión la relación temporal entre la adecuada 

función del retículo endoplasmático y la respuesta de apareamiento. 

Se encontró que Ste18p se disocia de la membrana plasmática después de un tratamiento 

con inductores de estrés de RE cuando la proteína G heterotrimérica esta activa. Sin 

embargo es importante comprobar si la disociación de Gγ de la membrana se debe a un 

efecto de su farnesilación debido a una disfunción del retículo endoplasmático 
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XII ANEXOS 

Tabla VI. Intensidad de fluorescencia en ensayo de actividad promotora. Ensayo de actividad promotora de KAR2 por expresión del 

gen reportero CFP, cuantificado por citometría de flujo. Se tabulan los valores de intensidad de fluorescencia mediana con desviación 

estándar de las células con el plásmido PRS415+KAR2-CFP en condiciones de estrés de RE; se utiliza una cepa silvestre WT como control 

negativo, y las células que no expresan CFP por ausencia del promotor KAR2. Tn y 2-DOG a diferentes concentraciones fueron los 

inductores de estrés de RE (activadores de la vía UPR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento  1hora 2horas 3horas 

  Media de intensidad 

% células 

Media de intensidad 

% células 

Media de intensidad 

% células 

Crtl KAR2-CFP 1872 ± 239.98 

72.85 ± 3.81% 

1893.33 ± 167.6 
65.70 ± 9.27 

1742.33 ± 57.95 
49.18 ± 14.13 

1.5µg/ml Tn KAR2-CFP 2095.66 ± 348.86 
75.76 ± 11.85% 

3273.66 ± 536.23 
73.72 ± 8.38% 

3803.66 ± 568.31 
67.67 ± 4.68% 

2µg/ml Tn KAR2-CFP 2123 ± 304.53 

76.43 ± 24.35% 

3009 ± 793.12 

80.06 ± 21.05% 

3911 ± 1020.42 
78.69 ± 10.40 

2-DOG 5mM KAR2-CFP 1608.33 ± 332.60 
81.84 ± 10.51 

2753 ± 448.26 

65.82 ± 4.85% 

3094.33 ± 1134 

74.96 ± 9.18 

2-DOG 6mM KAR2-CFP 1759.33 ± 234.45 
74.44 ± 4.87% 

2571 ± 614.02 

75.44 ± 2.61% 

3002.66 ± 612.34 
77.05 ± 7.72 
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Sin tratamiento WT 890.66 ±78.52 

73.36 ± 8.18 

863 ± 93.25 

62.34 ± 6.01 

820.33 ± 142.97 

40.24 ± 9.60 

Sin tratamiento -CFP- 949.33 ± 136.58 

78.74 ± 15.97% 

929 ± 189.50 

64.82 ± 5.33 

994.66 ± 43.89 

54.19 ± 14.71 % 
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