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Abstracto 
Los mecanismos por los cuales las células detectan y se adaptan a los cambios en el entorno están mediados por 
vías de transducción de señales conservadas que acoplan señales extracelulares específicas a salidas celulares 
definidas. Las proteínas Ras son reguladores conservados de las vías de transducción de señales que median 
cambios adaptativos, como el desarrollo celular y la morfogénesis. 
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1. Introducción 
 

Los mecanismos por los cuales las célulasperciben y se adaptan a los cambiosen el medio ambiente están 
mediados por conservadosvías de transducción de señales que se acoplan a células extracelulares específicas 
señales a salidascelularesdefinidas. Proteínasras son reguladoresconservados de las vías de transducción de 
señales que median cambiosadaptativos, como el celulardesarrollo y morfogénesis[1]. Enmamíferossistemas, 
Ras controla la proliferacióncelular y bien caracterizada las mutacionesenestasproteínasestánasociadas con 
transformación maligna y descontroladacrecimiento [2]. Enmicroorganismos, proteínas Ras están igualmente 
involucrados en la regulación del crecimiento y desarrollo. Las proteínas Ras1 y Ras2 en el levaduraincipiente, 
Saccharomyces cerevisiae, juega un papel central papelen el control de los niveles de AMPc y la señalización de 
MAP quinasa, y regulan ambos diploidescrecimientopseudohyphal y haploidecrecimientoinvasivo[3]. Más 
recientemente, Ras2 también se ha demostrado que regula la polarización de la citoesqueleto de actina. En la 
®sionlevadura, Schizosaccharomyces pombe, Ras no apareceparticiparen la homeostasis de cAMP. Encambio, 
Sch. Pombe Ras1 controla la actividad de la feromonavía de respuesta y apareamiento[4]. 
 
Los microorganismospatógenosdebenpoderadaptarse a cambiosdramáticos a medida que se mueven del medio 
ambienteen el host infectado. Enestosorganismos, lo mismovías de señalización que se utilizan para 
detectarcambiosen el medio ambientetambiénpuedeusarse para regular la determinantes de virulencia e 
infección del huésped. Por lo tanto, los patógenospueden ser sistemasmodeloexcelentes para diseccionar Control 
genético de la adaptación y el desarrollocelular. Además de definir los mecanismos de pathogenesis[5]. 
 
Cryptococcus neoformans es un patógenofúngicohumano que causa principalmente una meningoencefalitisen 
huéspedes con sistemasinmunesdeteriorados. Hemosusadoestolevadurabasidiomicetosacomosistemamodelo para 
diseccionarvías de transducción de señales que controlan el desarrollo de hongos y patogenicidad[6]. 
Anteriormente, demostramos que una proteínaconservada de C. neoformans Ras era requerido para el 
crecimiento de estalevadura a 37 ° C y por lo tanto para virulencia. La proteína Ras1 es También se requiere 
para el apareamiento y la activación de una feromonasensores La cascada de señalización de MAP 
quinasapuedesuprimir el defecto de apareamientomutante ras1. Estaobservación y aclaración de una señal Ras 
similar vías de transducciónenorganismoscomo la gemaciónlevadura y levadura de pasión, sugieren que C. 
neoformans Ras1 actúaaguasarriba de una respuesta de feromona} MAP quinasavía de señalización para 
controlar el apareamiento. Encontraste, MAP Los elementos de señalización de quinasa no suprimen el ras1 
defecto de crecimientomutante a altatemperatura, lo que indica que Ras1 regula el crecimientovegetativo a 37 ° 
C a través de un segundovía[7]. 
 
2. Metodos 
 

Para comprendermejor los mecanismosmoleculares de Ras señalizandoen C. neoformans, identificamos un 
segundo RAS gen enesteorganismo. El gen RAS2 se expresaen un nivelmuy bajo y no fueinducido bajo 
variosdiferentescondiciones in vitro o por interrupción de la Gen RAS1. El gen RAS2 fueinterrumpido por la 
transformación. y recombinaciónhomóloga[8]. mutante ras2 las cepasfueronviables y no mostraronfenotipo 
fenotípico significativo alteraciones de tiposalvaje in vitro o en un animal modelo de enfermedadcriptocócica. 
Sobreexpresión de la El gen RAS2 en un fondomutante ras1 suprimió ras1 fenotiposmutantes, lo que indica que 
Ras1 y Ras2 Las proteínascompartenciertogrado de redundanciafuncional. Análisis de los fenotiposterminales 
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del mutante ras1 cepaincubada a 37 ° C, asícomo la complementación de estosfenotipos por sobreexpresión de 
RAS2, Sugerir un papelconservado de Ras en la regulación de crecimientofúngico, asícomo una 
posibleconservación de la objetivosaguasabajo de las vías Ras en C. neoformans[9]. 
 
Todas las cepasutilizadasenesteestudio (excepto la cepa JEC20) son cepas de serotipo A C. neoformans 
derivadas de cepa de tiposalvaje H99. LCC1 es un ras1 cepamutante y H99-ura5 y Los LCC70 son resistentes al 
ácido 5-¯uoroorótico (5-FOA) espontáneoderivados de H99 y LCC1, respectivamente, creados por el método de 
Kwon-Chung. LCC3 es un mutante ras1 cepaen la que se ha reintroducido el gen RAS1 de tiposalvaje. MWC12 
y MWC13 son mutantes ras2 cepas y MWC14, MWC15 y MWC16 son ras1 ras2 cepasmutantesdobles, 
todasdescritasenesteestudio[10]. Presion MWC17 se construyóreintroduciendo el RAS1 de tiposalvaje gen 
vinculado al gen hph que confiereresistencia a la higromicina B en la cepa MWC14 por 
transformaciónbiolísticausando El métododescritoanteriormente. La transformaciónbiolística se utilizó para 
integrar el gen RAS2 bajo control del promotor GPD1 en el tiposalvaje RAS1 cepa H99-ura5 para crear la cepa 
RAS1RAS2 MWC27 y en la cepamutante ras1 LCC70 para crear el cepas ras1RAS2 MWC28 y MWC29. 
JEC20 es un cepa de tiposalvaje de serotipo D utilizada para los experimentos de apareamiento. Se 
usaronmedios de levaduraestándar para la mayoría de los experimentos. Agar de semillas de Níger y Medio de 
apareamiento V8 y noiron medio (bajo contenidoenhierro medio 56 lM EDDHA) se prepararoncomo se 
describióanteriormente[11].  
 
A menos que se indique lo contrario, todas las reacciones de PCR se realizaronen un termociclador Perkin 
Elmer GeneAmp 9600 con 50 ng de plantilla de ADN, 100 ng de cadacebadoroligonucleotídico y 
reactivosestándar del kit TaKaRa (Takara Shuzo)[12]. 
 
3. Análisis de Los Datos 
 
Para identificar la codificación del gen un segundohomólogo Ras (RAS2), los 
cebadoresdegeneradosfueronsintetizadoen base a regiones de homología entre varios genes RAS fúngicos: 
cebador 1907 (5 «-CTCGAGCTCGARTAYGAYACYATYG- 3 «) y primer 1908 (5« -
CAGCTGCAGTAYTCYTCYTGRCCRGCRGTRTC- 3 «) (Y¯pirimidina, R¯purina). Se amplificó un 
fragmento de 115 ntusandoestoscebadoresen una reacción de PCR con ADNc de la cepa H99 comoplantilla con 
las siguientescondiciones: 94 ° C durante 5 min. seguido de 35 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 40 ° C durante 60 
s, 72 ° C por 30 s[13]. 
 
El fragmento RAS2 de 115 nt se usó para sondear un genómico Southern blot de la cepa de ADN H99. Para 
todas las hibridaciones del sur, electroforesis, transferencia de ADN, prehibridación, hibridación y 
autorradiografía se realizaroncomo se describe por Sambrook Las sondas se etiquetaronusando el kit de 
etiquetado de ADN preparado al azar (Boehringer Mannheim) y [$ # P] dCTP (Amersham). Un fragmentoSacI 
de 2 ± 6 kb que contienetodo el locus genómico RAS2 fueaislado por cribado de una bibliotecasubgenómica de 
fragmentosSacI (2 ± 3 kb) de ADN genómico H99 en el plásmidopBluescript SK (Stratagene) por hibridación 
de coloniasusando el fragmento de 115 ntcomosonda. La alineación con otrasproteínas Ras se realizóutilizando 
el programamegalign (DNAStar)[14]. 
 
El ADNc de RAS2 se amplificó a partir de una biblioteca de ADNc de cepa H99 usando los 
siguientescebadores: 5064 (5 «-CCTCAACCCACACCCACACC- 3 «) y 5067 (5« -
GCCAACTTGATCTTCTTCACC- 3 «). El fragmento de PCR resultante fuesecuenciado y comparado con la 
secuenciagenómica H99 RAS2. 
 
los ras2D:: el alelomutante URA5 fuecreado por superposición de PCR extensiónutilizando el método de Ho 
Los 5 «y 3« Los fragmentos RAS2 se amplificaron por PCR usando el gen RAS2 comoplantilla y los 
siguientescebadores: 5 «fragmento RAS2 cebadores 4549 (5 «-CGAAGCCAACGTCCTCGCC-3«) y 4550 (5 «-
GCAGTAAGCGATCTTTGAACGATTCTACGAAGCGAGCGC- 3 «) (secuencia URA5 subrayada); 3 «RAS2 
cebadores de fragmentos 4551 (5 «-CCCACCTCCTGGAGGCAAGCCGCGCAGTGCC- GTGTATTCC-3 «) 
(secuencia URA5 subrayado) y 4552 (5 «-CCTCGAGATTCTCCACGCTGC- 3 «). Se agregó la secuencia 
RAS2 al gen URA5 por PCR usando el plásmidopCnTelcomoplantilla (Edman, 1992) y los siguientescebadores: 
4553 (5 «-GCGCTCGCTTCGTAGAATCGTTCAAAGATCGCT- TACTGC-3 «) y 4554 (5 «-
GGAATACACGGCAGTGCGCGGCTTGCCTCCAGGAGGTGGG- 3 «) (secuencia RAS2 subrayada). los Las 
condiciones de la PCR fueron las siguientes: 94 ° C durante 5 minutosseguido de 35 ciclos de 94 ° C durante 30 
s, 50 ° C durante 1 min y 72 ° C durante 2 min. Los fragmentoslinealesobtenidos de cada una de las tres PCR las 
reacciones se usaron juntas comoplantillaen una reacción de PCR con cebadores de oligonucleótidos 4549 y 
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4552 y los siguientescondiciones: 94 ° C por 5 min seguido de 35 ciclos de 94 ° C por 30 s, 50 ° C durante 30 sy 
72 ° C durante 3 min. Un fragmento de 3 ± 5 kb representando el ras2D:: Se obtuvo el alelo URA5. 
 
El ras2D lineal, dideoxy-tailed:: construcción de disrupción URA5 fuetransformadoencepas H99-ura5 y LCC70 
por biolistic Entrega de ADN, y los transformantesfueronseleccionadosensintético medio que carece de uracilo 
con sorbitol 1 M como se describe enToffaletti y col Los transformantesfueronseleccionadosusando PCR para 
identificarmutantesputativos ras2. ADN genómicofueaislado de 36 transformantes para cadacepa de partida por 
el método de Pitkin y utilizadocomoplantilla para un Reacción de PCR utilizando el cebador RAS2-speci®c 
5150 (5 «- CCATCTCATCTCATCACAACAGG-3 «) y el URA5- speci®c primer 5151 (5 «-
CGTCTTCTTCATCTAGTCGG-3«) para identificarcepasen las cuales una interrupciónespecífica del 
tiposalvaje Se produjo locus RAS2. Las condiciones de PCR fueron 94 ° C durante 5 min seguido de 35 ciclos 
de 94 ° C durante 30 s, 50 ° C para 30 sy 72 ° C durante 1 min. Se anticipó un fragmento de A1 ± 2 kb 
enaquellascepasen las que el gen RAS2 de tiposalvajehabíasidoreemplazado por el ras2D: alelo URA5 por 
recombinaciónhomóloga. Para evaluar el supuestomutante ras2 y ras1 ras2 cepasmutantesdobles, la 
hibridacióngenómica Southern fuerealizadousando ADN genómicoaislado de cepas H99, LCC1, MWC12, 
MWC13, MWC14, MWC15 y MWC16 y digerido con EcoRI. Todo el locus RAS2 desde el principio Para la 
terminación se utilizaroncodonescomosonda[15]. 
 
4. Resultados 
 

Las cepas se preincubaronen Medio YPD durante 48 ha 25 ° C y posteriormenteinoculadoen medio YPD. Los 
tiempos de duplicación de la faseexponencialfuerondeterminadomediante el cultivocuantitativo de 
estasmuestrascada 2 h por 18 h. Se analizaronmuestrastriplicadas para cadacepa y La significaciónestadística de 
las diferencias entre las cepasfuecalculadoutilizando una prueba t de Student emparejada. 
 
La virulencia de las cepasmutantes ras1 y ras2 fueevaluadoen el modelo de criptococosis por inhalación de 
ratóncomodescrito por Cox Briey, inmunocompetente los ratonesfueronanestesiados e inoculados intranasal 
mente con 5 ¬10% de células C. neoformans. Animalesinfectados con patógenos. Las cepasmueren de 
meningoencefalitisfulminante. Los ratoneseransacrificado antes de la muertebasadoen puntos finales clínicos 
previamente correlacionado con la mortalidad. La supervivencia era determinado para 10 ratonesinfectados con 
el tiposalvaje, ras1 cepasmutantes o ras2 mutantes. La significaciónestadística de diferencias de supervivencia 
entre ratonesinfectados con diferentescepas se evaluaronutilizando el algoritmo de Kruskal ± Wallis. 
 
Todas las cepas se cultivaroninicialmentedurante 48 h en YPD medio a 25 ° C y suspendidoenagua a 10) células 
ml- ". Para cadacepa a ser probada, se mezclaron 5 ll de la suspensióncelular con 5 ll de la suspensióncelular de 
la cepaMATa JEC20 y plateadocomo una gotaen agar apareamiento V8. Los parches de 
apareamientoeranincubadoen la oscuridad a 25 ° C durante 14 días y microscópicamente evaluado diariamente 
por la aparición de hifas y otrosapareamientosestructuras 
 
Plásmido pRCD83, que contiene el C. promotor GPD1 de neoformans vinculado al URA5 
seleccionablemarcador, se obtuvo de Robert Davidson en la Universidad de Duke. El gen RAS2 
fueclonadoeneste vector y bajo control del promotor GPD1, y estanuevaconstrucción fue transformada 
biolísticamenteen la cepa ras1 ura5 LCC70 y la cepa RAS1 ura5 H99-ura5. Para el análisis del norte, total El 
ARN se extrajo de células de faseexponencialincubadasen Medio YPD como se describiópreviamente. Quince 
microgramos de ARN se cargaronen un formaldehído Gel de ARN y electroforesis, transferencia de ARN, 
hibridación y autorradiografía se realizaronsegún lo descrito por Sambrook y col. 
 
Toda luz y ¯uorescencia La microscopía se realizóen un microscopio Nikon Optiphot-2 utilizando los filtros y 
objetivosapropiados. Las imágenesfueroncapturado y procesado con la cámara digital Spot RT (Instrumentos de 
diagnóstico) con el software Adobe Photoshop. C. Las células de Neoformans se corrigieronañadiendo un cuarto 
de volumen de 37% de formaldehídodurante 20 minutos a temperaturaambiente. Célulasluego se 
lavarontresveces con PBS, permeabilizado por agregando 1% de Triton X-100 en PBS durante 5 minutos y 
lavótresveces con PBS. Para visualizar F-actina, alícuotas de células ®xed se incubaron con faloidinaconjugada 
con rodamina (1} 10 dilución de 10 lg ml- "stock) durante 2 h.  
 
Se amplificaron dos fragmentos de ADN por PCR bajo bajarestriccióncondicionesusandoADNc de C. 
neoformans comoplantilla y cebadoresdiseñados contra secuenciasconservadas de genes RAS de 
diversoshongos. A 141 pb fragmento era idénticoensecuencia a C. neoformans Gen RAS1. Un distintivo 115 pb 
fragmentorepresentaba un segundo gen RAS en C. neoformans eso era homólogo a genes RAS fúngicos, 
perodistinto de RAS1. Este fragmentomáspequeño se usó para sondear una transferencia Southern de ADN 
genómico de la cepa H99 y un fragmentoSacI de 2 ± 6 kb que abarcatodo El locus RAS2 se aisló de una 
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biblioteca de tamañoseleccionado de ADN genómico H99 por hibridación de colonias. Iniciación y codones de 
terminación, asícomo los límitesintrónicos de C. neoformans RAS2, se identificaron por alineación con 
otroshomólogos de Ras, definiendo un locus genómico de 1097 nt con cuatrointrones. El C. neoformans RAS2 
El ADNc se amplificó a partir de una biblioteca de ADNc H99 usandocebadoresbasados en el ORF RAS2 
predicho y secuenciados para confirmar la región de codificación. El gen RAS2 codifica una proteína 238 aa 
que comparte una secuenciamoderadaidentidad con C. neoformans Ras1 (37%). Es el máscercanohomólogo es 
la proteína Neurospora crassa Ras2 (46%) (Fig. 1a). Sitios de unión a GTP conservados y un terminal C El 
motivo CAAX estápresente. 
 
Para determinar los roles biológicos de estesegundo RAS proteínaen C. neoformans, el gen RAS2 
fueinterrumpido por transformaciónbiolística y recombinaciónhomóloga. El gen C. neoformans URA5 
sirviócomo el marcadorseleccionable (Fig. 1b) y una derivada ura5 de la cepa de serotipo A H99 como receptor 
(H99-ura5). PCR ampli®cationreveló que el gen RAS2 fuereemplazado por el ras2:: alelo de disrupción URA5 
en 15 de 36 (42%) Ura + transformantes. Hibridación Southern con®rmed que el gen de 
tiposalvajehabíasidoreemplazado con precisión por el alelodisruptivo sin integracionesectópicasen dos de 
estostransformantes (MWC12, 13) (Fig. 1c). El en los fenotipos in vitro fueronidénticos para ambos mutantes 
ras2 independientes. 
 
Encontraste con Sac. cerevisiae, en el que ras1 y ras2 las mutaciones son sintéticamenteletales (Kataoka et al., 
1984; Tatchell et al., 1984), C. neoformans ras1 ras2 se encontró que los mutantesdobles son viables. Cepasen 
que los genes RAS1 y RAS2 fueroninterrumpidosfueronconstruidos de manera similar al ras2 solo mutantes al 
interrumpir el gen RAS2 en un derivado ura5 de una cepamutante ras1 (LCC70). Veintiuno de 36 (58%) los 
transformantes ras1 se identificaron por PCR en que el gen endógeno RAS2 habíasidoreemplazado por el ras2: 
alelo de disrupción URA5. Por Southern blot análisis, el gen RAS2 fueinterrumpido y no ectópicocopias del 
alelodisruptivoestabanpresentesentrescepasexaminadas (MWC14, 15, 16). 
 
El tiposalvaje (H99), mutante ras1 (LCC1), ras1RAS1 reconstituido (LCC3), mutante ras2 (MWC12, 13) y Las 
cepas ras1 ras2 de doble mutante (MWC14, 15, 16) fueronincubadoen medio YPD durante 48 ha 25, 37 y 39 ° 
C. Cepas de tiposalvaje, mutantes ras1 y mutantes ras2 Todoscrecen bien a 25 ° C. Como se 
informóanteriormente, el la cepamutanteserotipo A ras1 no pudocrecer a los 37 o 39 ° C (Alspaugh et al., 2000). 
Encontraste, el ras2 la cepamutantecreció tan bien como de tiposalvaje a todas las temperaturas, indicando que 
no se requiere RAS2 para altacrecimiento de temperatura. 
 
Aunque los mutantesdobles ras1 ras2 eranviables, todostrescepasindependientesexhibieron un defecto de 
crecimientoentodas las temperaturasprobadas. Análisismicroscópico de la cepa doble mutante ras1 ras2 no 
revelóningúndiscernimientocambiosmorfológicosencomparación con el tiposalvaje. Todas las etapas de 
gemaciónfueronaparentes y no hubomadre ± Se observaronanomalíasen el cuello de la hija. Tamaño de celda de 
la cepa ras1 ras2 fue similar a la de tiposalvaje. 
 
5. Discusión 
 

Para determinarsieste fenotipo era atribuible a las mutaciones ras1 y ras2, una prueba de 
complementaciónfuerealizado. El gen RAS1 de tiposalvajefuereintroducidoen un mutante doble ras1 ras2 
representativocepa (MWC14) y la tasa de crecimiento de faseexponencialen medio rico del ras1 ras2RAS1 
reconstituidocepa (MWC17) se comparó con la de ras1 ras2 doble mutante El tiempo de duplicación de ras1 
ras2 la cepamutante doble disminuyó de 4 ± 25 a 2 ± 47 h (P¯ 0 ± 045) cuando se reintrodujo el gen RAS1. 
Introducción del gen RAS1 en una cepa de tiposalvaje no afectar el tiempo de generación de las células de 
faseexponencial. Estaobservacióndemuestra que la disminución la tasa de crecimiento de la cepamutante doble 
se debe a un efectosintético de la mutación ras1 y ras2 y no a un mutacióninducida por separado. 
 
El tiposalvaje, mutante ras1, ras1RAS1 reconstituido y cepasmutantes ras2 se incubaronen el apareamiento V8 
medio durante 5 díasenreacciones de apareamiento con el MATacepa JEC20. Entre estascepas, solo las 
Lascepasmutantes ras1 mostraron un defecto de apareamientosignificativo, como se señalóanteriormente 
(Alspaugh). A diferencia de, examen del borde de los parches de apareamiento para el apareamiento ® 
lamentaciónreveló que el mutante ras2 cepaapareadonormalmente. Por lo tanto, Ras1, y no Ras2, es el elemento 
Ras predominante que regula C. neoformans apareamiento. 
 
Además, los mutantes ras2 no exhibierondefectosenexpresión in vitro de dos inducibles bien 
caracterizadosfactores de virulencia: cápsula y melanina. El tiposalvaje y cepasmutantes ras2 se 
incubaronensemilla de Níger agar durante 72 h para evaluar la producción de melanina. Las cepastambién se 
incubaronen medio sin hierrodurante 4 días a 30 ° C y examinado por India preparación de tinta para evaluar la 
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cápsulaproducción. No hubodiferenciaenmelanina o inducción de la cápsulaobservada entre el tiposalvaje y 
cepasmutantes ras2. Del mismo modo, no hubodiferencia entre las cepas ras2 mutantes y de tiposalvajeen agar 
invasión o adhesión de agar (Alspaugh). El análisismicroscópico no revelódefectos entre los ras2 cepasen la 
morfologíacelular o engemación. 
 
Nuestrosestudiosanterioresrevelaron que un C. neoformans ras1 la cepamutantefueavirulentaen un modelo 
animal de meningitis criptocócica, probablementedebido a suincapacidad para crecer a temperaturafisiológica. 
Para probar la patogenicidad del mutante ras2 cepa, ratonesinmunocompetentesfueroninoculadosintranasalmente 
con tiposalvaje (H99), mutante ras1 (LCC1) o ras2 célulasmutantes (MWC12). En el modelo de 
inhalaciónmurina de criptococosis, animalesinfectados con C. virulentacepas de neoformans desarrollan 
meningoencefalitis criptocócica mortal. Enesteexperimento, todos los animalesinfectados con la cepa de 
tiposalvajesufrieron una resultado fatal a los 34 d (mediana de supervivencia 23 ± 5 d). En de acuerdo con 
nuestrasobservacionesanteriores, el ras1 cepamutantefuecompletamenteatenuada por virulenciaencomparación 
con la cepa parental de tiposalvaje. Todos los animalesinfectado con la cepamutante ras1 sobreviviódurante los 
60 días del experimento (P! 0 ± 001). Encontraste, hay no hubodiferenciasignificativaen la supervivencia de los 
ratonesinfectado con la cepamutante ras2 encomparación con aquellosinfectados con la cepa de tiposalvaje. La 
medianasupervivencia de animalesinfectados con la cepamutante ras2 fue de 25 ± 5 d, sin que el animal 
sobrevivieradespués de 35 d (P¯ 0 ± 113). Por lo tanto, se requiere Ras1, pero no Ras2, para patogenicidad de C. 
neoformans. 
 
La forma de levadura de C. neoformans es fenotípicamente similar a la levaduraincipiente Sac. cerevisiae. El 
incipienteeventoensacovegetativo. las células de cerevisiae están bien descritas y requiere una 
reorganizacióndramática de la actinacitoesqueleto. La organización y dinámica del citoesqueletode actina de C. 
neoformans es muy similar a esoen Sac. cerevisiae. F-actina se organizaen parches, cables y anillos, y la 
morfogénesiscelular es dirigida por reorganización de actina y polarización. 
 
Análisismicroscópico del tiposalvaje (H99), ras1 mutantes (LCC1) y mutantes ras2 (MWC14) incubadosdurante 
48 ha 25 y 37 ° C revelósorprendentemorfologíacambiosen el mutante ras1 incubadoen la elevacióntemperatura. 
Cuando se cultiva bajo cualquiercondición, el las cepas de tiposalvaje y ras2 
aparecieroncomolevaduraelípticacélulasentodas las etapas de gemación. A la temperaturapermisivamásbaja, la 
cepamutante ras1 era indistinguible de tiposalvaje. Encontraste, cuando el mutante ras1 la cepa se incubó a 37 ° 
C, se detuvocomogrande, Células sin unir. Visualización de F-actinausando la faloidinaconjugada con 
rodaminademostró que aunque la actina se localizóen el mutante ras1 a 37 ° C, fuedespolarizado, indicativo de 
una pérdida de la asimetría del citoesqueleto de actinaobservadoenbrotes de tiposalvajecélulas (Fig. 3). 
Reintroducción del gen RAS1 de tiposalvajeen el mutante ras1 complementadoestosmutantes ras1 defectos de 
polarizaciónmorfológica y de actina. Por lo tanto, la proteína C. neoformans Ras1 controla adecuadamente 
polarización de actina de una maneradependiente de la temperatura. 
 
Anteriormente, observamos que las célulasmutantes ras1 erancrecimientodetenidopero viable después de 24 h de 
incubación a 37 ° C. Este final fue con- ®rmeden los experimentosactualesen los que el tiposalvaje y 
cepasmutantes ras1 incubadasdurante 48 ha 37 ° C fueronmanchado con el tinte vital azul de metileno. Una 
idénticaproporción (5%) de célulasmutantes de tiposalvaje y ras1 tinteincorporado, que indica la muertecelular. 
 
Por análisis Northern, el gen C. neoformans RAS1 es expresadoennivelesbajosen medio rico y suexpresión se 
induce por multiplicación por falta de nitrógeno. A diferencia de, expresión del gen RAS2 bajo 
variascondiciones no pudo ser detectado por el análisis Northern. ADNccorrespondiente al gen C. neoformans 
RAS2 podría ser amplificadofácilmente por PCR a partir de bibliotecas de ADNc, lo que indica que este gen se 
expresa a un nivelmuy bajo. 
 
El gen RAS2 se sobreexpresóen el mutante ras1 antecedentes para diferenciar entre dos posiblesmodelos. En el 
primer modelo, Ras1 y Ras2 compartenfuncionessuperpuestas y Ras2 no puedecompensar para 
fenotiposmutantes ras1 debido a una transcripcióninsuficiente. Enestemodelo, la sobreexpresión de RAS2 gen 
deberíasuprimir los fenotiposmutantes ras1. En el segundomodelo, Ras2 poseefuncionescompletamentedistinto 
de Ras1 y sobreexpresión del gen RAS2 no suprimiría los fenotiposmutantes ras1. El RAS2 gen fueclonado bajo 
el control de la constitutivamente promotor GPD1 activo (Varma y Kwon-Chung, 1999) e integradoen el 
genoma de la cepamutante ras1 (LCC70) por transformaciónbiolística. Dos transformantesfueronseleccionados 
para máspruebasfenotípicas (MWC28, 29) en el que se aumentó la expresión de RAS2 encomparación con el 
tiposalvajebasadoen el análisis de transferencia Northern (Fig. 4a). Como control, el gen RAS2 bajo control de 
el promotor GPD1 se introdujo de manera similar en el Fondo de tiposalvaje RAS1 para crear el RAS1RAS2 
cepa (MWC27). 
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La sobreexpresión del gen RAS2 suprimiócompletamente el Defecto de apareamientomutante ras1. Cuando se 
incubaconjuntamente con el CepaMATa JEC20, las cepas ras1RAS2 (MWC28, 29) apareados, asícomo la cepa 
de tiposalvaje (Fig. 5). Después 48 h, se observaronlamentos de apareamientovigorosoen el reacciones de 
apareamiento, incluidas las de tiposalvaje o cepas ras1RAS2. Se visualizaronhifasraras y delgadasenreacciones 
de apareamiento ras1 después de 48 h de incubación (Fig. 5). Después de 7 días, todas las estructuras de 
acoplamiento, incluida la abrazaderafusionada Se observaronconexiones, basidios y basidiosporas. enreacciones 
de apareamiento de tiposalvaje y ras1RAS2. No apareamientopersistente ®lamentosestabanpresentesen el 
correspondientereacciones de apareamiento ras1 después de una semana. 
 
La sobreexpresión de RAS2 suprimióparcialmente el ras1 defecto de crecimientomutante a altatemperatura. El 
tiposalvaje, Las manchas de ras1 mutante y ras1RAS2 se incubaronen Medio YPD a 25 y 37 ° C. Encontraste 
con el ras1 cepamutanteen la que no se observócrecimiento a 37 ° C, las dos cepas ras1RAS2 pudieroncrecer a 
la temperaturamásalta, aunque no al ritmo de tiposalvaje (Fig. 4b). 
 
Cuando se examinamicroscópicamente, cepasen las que El gen RAS2 se sobreexpresóen el mutante ras1 
antecedentestambiéndiolugar a la supresiónparcial de la Defectosmorfológicosmutantes ras1. Encontraste con el 
cepamutante ras1, menoscélulasagrandadas y sin unirfueronobservado entre las células ras1RAS2 incubadasen 
37 ° C. De hecho, la gemaciónfuerestaurada entre la mayoría de los las célulasmutantes ras1 sobreexpresan el 
gen RAS2, lo que indica que la proteína Ras2 es capaz de suprimirparcialmente la defectos de morfogénesis y 
polarización de actina del ras1 mutante No hubocambiosmorfológicossignificativosobservadoen la cepa de 
tiposalvajeen la que el gen RAS2 se sobreexpresó. 
 
Las proteínas Ras pertenecen a una familiaaltamenteconservada de proteínas de unión a nucleótidos de 
guaninaunidas a membrana que regulan las vías de transducción de señalesendiversosorganismos La capacidad 
de unir e hidrolizar GTP permite que las proteínas Ras existanen un GTPboundactivo forma o una forma 
inactivavinculada al PIB. El ciclismocontrolado entre estos dos estados es la base por la cual Ras sirvecomo un 
molecular cambiarenvías de señalización. Por ejemplo, el p21 producto de genes ras de mamíferos ha 
sidoclaramentedemostrado para controlar el crecimientocelular. Transformando las mutaciones de estos genes 
dan comoresultadocélulas no reguladascrecimiento y tumorigénesis.  
 
Las proteínas Ras de mamíferos a microorganismos son Es probable que comparta roles conservadosen la 
regulación del crecimientocelularenrespuesta a señalesextracelulares. De hecho, divergente Las proteínas Ras de 
eucariotas simples como los hongospuedensustitutoenalgunosniveles de Ras de mamíferomutadoproteínas. Sin 
embargo, las importantesfuncionesbiológicas de los hongos Los ras a menudo son distintos de los homólogos de 
mamíferos. El sch. pombe ras1 gen se requiereprincipalmente para diferenciación sexual. A diferencia de, dos 
genes RAS estánpresentesen el genoma de la gemaciónlevadura Sac. cerevisiae y el patógenofúngico C. 
neoformans. Mutación de ambos genes RAS en Sac. cerevisiae resultaen la detención del crecimiento, lo que 
sugiere que un cierto basal Se requiere un nivel de función Ras para la viabilidad (Kataoka et al., 1984; Tatchell 
et al., 1984). Aunqueestos dos RAS los genes son bastantehomólogos entre sí, los codificados Las 
proteínascumplenfuncionessuperpuestasperodistintas. por ejemplo, el saco. cerevisiae Ras2 proteínajuega un 
mayor papel que Ras1 en la regulación de la diferenciación y cAMP producción (Toda et al., 1985). Tales 
diferencias son probablemente sea el resultado de las diferenciasen el nivel de transcripción de estos genes, 
asícomo la proteína real divergenciafuncionalEn la mayoría de las condiciones, Sac. cerevisiae RAS1 se expresa 
a aproximadamente una décimaparte El nivel de RAS2. Cuando se colocó el gen RAS1 bajo control del 
promotor RAS2, sobreexpresión de Ras1 restableció el crecimientoinvasivohaploide de ras2 Sac. cepasmutantes 
de cerevisiae. 
 
Nuestrosestudiosen C. neoformans subrayan similitudes entre las vías Ras a través de especies fúngicas 
divergentes. Sin embargo, estos experimentos también demuestran las formasen el que los microorganismos 
patógenoshanco optado vías de transducción de señalesconservadas para adaptarse a la entorno del host 
infectado. Aunqueninguno de los dos genes RAS de C. neoformans son esenciales, el defecto de 
crecimientoobservado por C. neoformans ras1 ras2 cepasmutantes es similar a la detención del crecimiento de 
Sac. cerevisiae ras1 ras2 cepasmutantesdobles. Juntos, Estosresultadossugieren un papelconservado de las 
proteínas Ras enregulando el crecimientovegetativoenhongos tan diversoscomobasidiomicetos y ascomicetos. 
Inhibición de ras la función de la proteínapuedeofrecernuevosobjetivos para antifúngicosterapia. Por ejemplo, se 
requierefarnesilación para Funciónadecuada de las proteínas Ras. Por lo tanto, las drogas que bloquear la 
actividad de la farnesiltransferasapuede ser letal para los hongos. 
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6. Conclusión 
 
Tambiénobservamos una variaciónsignificativaen la transcripciónactividad entre los dos C. neoformans RAS 
genes El gen RAS2 codifica una proteínafuncional, y El ARNm RAS2 poliadeniladoempalmado es detectable 
por transcriptasainversa-PCR. Sin embargo, el transcripcional el nivel de este gen es insuficiente para ser 
visualizado por Análisis del nortedespués de la incubaciónenvariascondiciones. Además, la mutación de los 
resultados del gen RAS2 enningún fenotipo mutante discernible in vitro o in vivo en un modelo animal de 
criptococosis. Ya que inclusosutildefectosen el crecimiento y la diferenciación a menudo resultanenefectos 
discernibles sobre la virulencia, esteresultadofuertemente argumenta que C. neoformans Ras2 no juega un 
papelimportantepapelen el crecimiento, transicionesmorfológicas o inducibles factor de virulencia de expresión. 
Cuando se sobreexpresa, RAS2 es capaz de restaurar el apareamiento y el crecimiento a altastemperaturas de 
una cepamutante ras1. Estosdatos son similares a Saco. cerevisiae que tiene dos genes RAS que 
poseenfuncionessuperpuestas. Encadaorganismo, uno de estos genes estánmásaltamentetranscritos y codifican 
El elementopredominante de señalización Ras. Desde la sobreexpresión de elementosreguladores puede dar 
lugar a no fisiológicosefectos, todavía no podemosestablecersi Las funciones de Ras2 sugeridasen la 
sobreexpresión los estudiosrepresentanverdaderasactividadescompartidas de estos dos moléculas de 
señalizaciónsimilares. Sin embargo, el hecho de que todos los fenotiposmutantes ras1 se suprimenenalgúnnivel 
por sobreexpresión de RAS2 sugiere que Ras2 es un funcionalProteínaras. 
 
Los dos genes RAS de C. neoformans puedenhabersurgido de duplicación de genes individuales o por 
genomacompletoduplicación. El sacocompletado. genoma cerevisiae el proyecto ha permitido un 
análisisdetallado del ordengenético y organizacióncromosómica Se estima que al menos El 15% del genoma de 
estalevaduraestácompuesto por bloques de genes duplicados, y los patrones de duplicación son consistente con 
un antiguoevento de duplicación del genomaseguido por la pérdida de genes. El proyecto del genoma de C. 
neoformans Ayuda a determinarsi RAS1 y RAS2 se encuentranenbloquessimilares de synteny o si la 
duplicación individual de un RAS gen precursor es más probable. Otrosejemplos de La posibleduplicación de 
genes en C. neoformans incluye la genes homólogos de ciclofilina A CPA1 y CPA2. 
 
Aunque hay muchascaracterísticascompartidasen la señalización Ras enhongos tan diversoscomo la 
levaduraincipiente y C. neoformans, también hay diferenciassignificativas. los La proteína C. neoformans Ras1 
juega un papelimportanteenpermitiendo el crecimiento a altastemperaturas y por lo tanto requerido para el 
potencial de virulencia de esteorganismo. A pesar de que el gen RAS2 puedesuprimirparcialmente el ras1 
defecto de crecimientomutante a altatemperaturacuando se sobreexpresa, no observamosevidencia de una 
compensaciónaumentoen la transcripción RAS2 después de la mutación de la Gen RAS1. Por lo tanto, aunque 
estas proteínas Ras comparte una funciónpotencialmenteredundante, Ras2 no pareceactuarnormalmenteenlugar 
de un Ras1 disfuncional. Ras2 puedehaberevolucionado para proporcionarsimplemente un nivel basal de La 
función Ras permite un crecimientovegetativoeficiente, pero no es una función Ras inducible suficiente para la 
diferenciación o crecimiento a altatemperatura. 
 
Nuestrosresultados no respaldan un modeloen el que los dos C. Las proteínas Ras de Neoformans 
actúanendiferentespasos de la mismaruta de señalización lineal ya que hay un aditivoefectosobre el crecimiento 
con mutación tanto de RAS1 como de RAS2. Por lo tanto, los roles fisiológicos de estasproteínas son es 
probable que estéenvías de señalizaciónparalelas o comoefectoresredundantes del mismoevento de 
señalizaciónen un Sendero único. 
 
Los cambiosmorfológicos de la cepamutante ras1 son muy similar a los observadosen Sac. cepas de cerevisiae 
con mutacionessensibles a la temperatura de CDC42 gen (Adams et al., 1990). CDC42 codifica un q-like 
GTPasaenlevadurasengemación y ®sion que controla la actividad de las quinasas PAK, desempeñando un papel 
central endeterminando la polaridadcelular y la morfogénesis. Esta La proteínaparecefuncionarcorrienteabajo de 
Sac. cerevisiae Ras2 para regular el crecimiento ® legislativo. Recientemente, la proteína Ras2 de Sac. 
cerevisiae era tambiéndemostró ser un reguladorprimario de actinapolaridad del citoesqueleto. Similar a 
nuestrosresultadosen C. neoformans, mutación del gen RAS2 engemación la levaduraresultóen una cepa que no 
pudocrecer a temperaturaselevadas y que muestrantemperaturadependientedespolarización del citoesqueleto de 
actina. Juntos, nuestrasobservaciones y la ® finales en Sac. cerevisiae apoyan un modelo de conservadoFunción 
Ras enhongos para regular la polaridadcelular y la actinalocalización. 
 
Enconclusión, las similitudes en Ras funcionan entre microorganismosdivergentesdemuestran que estasseñales 
las moléculasjuegan un papel central en el crecimiento de hongos y desarrollo. Sin embargo, 
estasvíastambiéntienendiferenciadoenespeciespatógenas para permitirmicrobiosadaptación e infección de 
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huéspedesmamíferos. Elucidación de las señales de activación de Ras y aguasabajo las moléculas efectoras 
proporcionarán más información sobre el mecanismos moleculares de patogenicidad microbiana. 
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Ras Regulation of Actin Polarization in Cryptococcus Neoformans 
 
Abstract  
The mechanisms by which cells sense and adapt to changes in the environment are mediated by conserved 
signal transduction pathways that couple specific extracellular signals to defined cellular outputs. Ras proteins 
are conserved regulators of signal transduction pathways that mediate adaptive changes, such as cellular 
development and morphogenesis. 
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