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A b s t r a c t1

2

F i s s i o n  y e a s t  r e q u i r e s  n u t r i t i o n a l  s t a r v a t i o n  t o  s w i t c h  m i t o t i c3

c e l l  c y c l e  t o  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  b u t  s a m  m u t a n t s ,  w h i c h  w e4

h a d  i s o l a t e d  n i n e  a l l e l e s ,  m a t e  w i t h o u t  s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n .5

T h o s e  m u t a n t s  a r e  u s e f u l  f o r  u n d e r s t a n d i n g  t h e  m e c h a n i s m6

u n d e r l y i n g  h o w  c e l l s  s e n s e  t h e  n u t r i t i o n a l  s t a r v a t i o n  a n d7

c h a n g e  t h e  c e l l  c y c l e .  T o  i d e n t i f y  t h e  s a m  a l l e l e ,  w e  f i r s t8

s o u g h t  p h e n o t y p e s  o t h e r  t h a n  t h e  o r i g i n a l  s a m  p h e n o t y p e .  We9

f o u n d  t h a t  a l l  n i n e  s a m  m u t a n t s  w e r e  s e n s i t i v e  t o  1 M  K C l ,1 0

s a m 2 , s a m 3 , s a m 4  a n d  s a m 9  w e r e  s e n s i t i v e  t o  0 . 1  M  C a C l 2  a n d1 1

o n l y  t h e  s a m 4  m u t a n t  w a s  s e n s i t i v e  t o  1 5 0  J / m 2  U V.  T h i s1 2

p e c u l i a r  p h e n o t y p e  o f  s a m 4  s u g g e s t e d  u s  t h a t  s a m 4  m i g h t  b e1 3

t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4 ,  w h i c h  e n c o d e s  a  1 4 - 3 - 3  p r o t e i n .  I n  f a c t  t h e1 4

R a d 2 4  p r o t e i n  d i s a p p e a r e d  i n  s a m 4  a n d  t h e  r a d 2 4  m R N A w a s1 5

n o t  t r a n s c r i b e d  i n  s a m 4 .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m u t a t i o n  t h a t  c h a n g e d1 6

G l n  t o  s t o p  c o d o n  w a s  f o u n d  i n  t h e  r a d 2 4  l o c u s  o f  s a m 4 .  T h u s1 7

w e  c o n c l u d e d  t h a t  s a m 4  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4 .  We  a l s o  f o u n d1 8

t h a t  o v e r  e x p r e s s i o n  o f  r a d 2 4  o r  r a d 2 5  ( a  p a r a l o g  o f  r a d 2 4 )  h a s1 9

a  s u p p r e s s i v e  e f f e c t  o n  s a m 1 ,  b u t  s a m 1  w a s  n o t  t h e  a l l e l e  o f2 0

r a d 2 4  n o r  r a d 2 5 .  T h u s ,  1 4 - 3 - 3  p r o t e i n s  a r e  d e e p l y  i n v o l v e d  i n2 1

s w i t c h i n g  o f  m i t o t i c  c e l l  c y c l e  t o  t h e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f2 2

f i s s i o n  y e a s t .2 3
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3

 T h e  f i s s i o n  y e a s t  S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e  p r o l i f e r a t e s1

c o n t i n u o u s l y  w h e n  i t  h a s  a b u n d a n t  n u t r i e n t s  b u t  a r r e s t s  i t s  c e l l2

c y c l e  p r o g r e s s i o n  i n  t h e  G 1  p h a s e  u p o n  d e p l e t i o n  o f  g l u c o s e  o r3

n i t r o g e n .  H e t e r o t h a l l i c  c e l l s  o f  a n  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e ,4

n a m e l y  h -  a n d  h + ,  s t a r t  t o  d e v e l o p  s e x u a l l y  t h r o u g h  p r o c e s s e s5

t h a t  i n c l u d e  c o n j u g a t i o n ,  m e i o s i s  a n d  s p o r u l a t i o n .6

H o m o t h a l l i c  c e l l s  ( h 9 0 )  s w i t c h  f r e q u e n t l y  b e t w e e n  t h e  h -  a n d  h +7

m a t i n g  t y p e .8

T h e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  t h a t  p r e c e d e s  m e i o s i s  i s  r e g u l a t e d9

b y  t h e  c A M P  p a t h w a y ,  t h e  s t r e s s  r e s p o n s i v e  p a t h w a y ,  t h e1 0

p h e r o m o n e  s i g n a l i n g  p a t h w a y  a n d  t h e  T O R  p a t h w a y . 1 - 3 )  T h e1 1

c A M P  p a t h w a y  s i g n a l s  t h e  n u t r i e n t  c o n d i t i o n s ,  m a i n l y  t h e1 2

g l u c o s e  l e v e l s ,  t o  t h e  c e l l s .  W h e n  g l u c o s e  ( o r  n i t r o g e n )  i s1 3

a b u n d a n t ,  t h e  h e t e r o t r i m e r i c - t y p e  g u a n i n e  n u c l e o t i d e - b i n d i n g1 4

p r o t e i n  ( G p a 2 )  b e c o m e s  a c t i v a t e d  t h r o u g h  t h e  G i t 3  r e c e p t o r ;  4 )1 5

t h i s  s u b s e q u e n t l y  a c t i v a t e s  a d e n y l y l  c y c l a s e  ( C y r 1 )  t o1 6

g e n e r a t e  c A M P  f r o m  AT P. 5 )  C y r 1  i n t e r a c t s  w i t h  i t s  a s s o c i a t e d1 7

p r o t e i n  C a p 1 , 6 )  w h i c h  p l a y s  a  p a r t l y  r e g u l a t o r y  r o l e  o f1 8

a d e n y l y l  c y c l a s e  a n d  a l s o  i n t e r a c t s  w i t h  a c t i n  a n d  1 4 - 3 - 3 . 7 ,  8 )1 9

W h e n  c A M P  i s  a b u n d a n t ,  i t  a s s o c i a t e s  w i t h  t h e  r e g u l a t o r y2 0

s u b u n i t  C g s 1 .  a n d  t h e  c a t a l y t i c  p r o t e i n  k i n a s e  P k a 1  i s2 1

r e l e a s e d . 9 )  S t e r i l i t y  c a u s e d  b y  h i g h e r  c A M P  l e v e l s  i s  r e v e r s e d2 2

b y  o v e r  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m o c 1 - m o c 4  g e n e s . 1 0 - 1 4 )  P k a 12 3

p h o s p h o r y l a t e s  t h e  z i n c - f i n g e r  p r o t e i n  R s t 2 ,  w h i c h  o t h e r w i s e2 4

i n d u c e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s t e 11  t h a t  e n c o d e s  t h e  k e y2 5

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r . 1 5 )2 6

  T h e  p h e r o m o n e  s i g n a l i n g  p a t h w a y  i s  i n i t i a t e d  b y  t h e  b i n d i n g2 7

o f  m a t i n g  p h e r o m o n e  t o  t h e  p h e r o m o n e  r e c e p t o r ,  w h i c h2 8



4

a c t i v a t e s  t h e  r e c e p t o r - c o u p l e d  G  p r o t e i n  G p a 1 .  T h e  s i g n a l  i s1

t h e n  t r a n s m i t t e d  t o  a  M A P K  c a s c a d e  –  a  p r o c e s s  t h a t  d e p e n d s2

o n  t h e  o n c o p r o t e i n  h o m o l o g  R a s 1 .  T h e  R a s 1  p r o t e i n  r e c r u i t s3

t h e  M A P K K  k i n a s e ,  B y r 2 , 1 6 )  t o  t h e  m e m b r a n e ,  w h e r e  i t  i s4

a c t i v a t e d .  B y r 2  i s  m a i n t a i n e d  i n  a n  i n a c t i v e  f o r m  b y  a n5

i n t e r - m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n 1 7 )  o r  b i n d i n g  w i t h  t h e  1 4 - 3 - 36

h o m o l o g s  R a d 2 4  a n d  R a d 2 5 . 1 8 )  A c t i v a t e d  B y r 2  p h o s p h o r y l a t e s7

t h e  M A P K  k i n a s e ,  B y r 1 ,  t h e r e b y  a c t i v a t i n g  i t ,  w h i c h  i n  t u r n8

a c t i v a t e s  t h e  M A P  k i n a s e ,  S p k 1 ,  v i a  a  t y p i c a l  M A P  k i n a s e9

a c t i v a t i o n  m e c h a n i s m .  1 9 ,  2 0 )1 0

  P r e v i o u s l y ,  w e  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  S .  p o m b e  s a m1 1

m u t a n t s ,  w h i c h  u n d e r g o  m a t i n g  a n d  s p o r u l a t i o n  w i t h o u t1 2

r e q u i r i n g  n i t r o g e n  o r  g l u c o s e  s t a r v a t i o n .  T h e  s a m  p h e n o t y p e  i s1 3

n o w  r e - d e f i n e d  a s  a  m u t a t i o n  t h a t  s k i p s  t h e  r e q u i r e m e n t  o f1 4

s t a r v a t i o n  f o r  m a t i n g .  T w o  ( s a m 3  a n d  s a m 9 )  a r e  d o m i n a n t1 5

w h i l e  s e v e n  ( s a m 1 ,  s a m 2 ,  s a m 4 ,  s a m 4 ,  s a m 5 ,  s a m 7  a n d  s a m 8 )1 6

a r e  r e c e s s i v e . 2 1 )  O n  t h e  b a s i s  o f  t h i s  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  w e1 7

p r e v i o u s l y  i s o l a t e d  t w o  s u p p r e s s o r  g e n e s ,  m s a 1  a n d  m s a 2  2 2 ,  2 3 )1 8

b o t h  o f  w h i c h  e n c o d e  R N A b i n d i n g  p r o t e i n s  t h a t  n e g a t i v e l y1 9

r e g u l a t e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  We  a l s o  s c r e e n e d  o u t  s l a 1  2 4 ,2 0
2 5 )  e n c o d i n g  a  h o m o l o g  o f  t h e  m a m m a l i a n  L a  p r o t e i n  a n d  z d s 12 1

t h a t  i n v o l v e d  i n  C a C l 2  t o l e r a n c e  a s  t h e  g e n e s  t h a t  s u p p r e s s e d2 2

t h e  r a s 1  d e l e t i o n  p h e n o t y p e  t h r o u g h  t h e  a n a l y s i s  o f  s a m 3  a n d2 3

s a m 9 . 2 6 )2 4

  I n  t h i s  s t u d y  w e  f u r t h e r  e x p l o r e d  t h e  p h e n o t y p e s  o f  n i n e  s a m2 5

m u t a n t s  a n d  i d e n t i f i e d  t h e  s a m 4  a l l e l e  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  a m o n g2 6

n i n e  s a m  m u t a n t s .  We  f o u n d  t h a t  t h e  s a m 4  m u t a t i o n  l i e s  i n  t h e2 7

m i s s e n s e  m u t a t i o n  o f  r a d 2 4  a n d  t h a t  a b o l i s h  t h e  p r o d u c t i o n  o f2 8
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R a d 2 4  a n d  a l s o  t r a n s c r i p t i o n  o f  r a d 2 4 .1

2

3

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s4

S t r a i n s  a n d  m e d i a .  T h e  S .  p o m b e  s t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e5

l i s t e d  i n  T a b l e  1 .  S .  p o m b e  w a s  g r o w n  i n  Y E S - r i c h  m e d i u m6

( 0 . 5 %  y e a s t  e x t r a c t ,  3 %  g l u c o s e ,  2 2 5  m g / l i t e r  a d e n i n e ,7

h i s t i d i n e ,  l e u c i n e ,  u r a c i l ,  a n d / o r  l y s i n e  h y d r o c h l o r i d e )  o r8

P o m b e  M i n i m u m  ( P M )  s y n t h e t i c  m e d i u m ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  7 59

m g / l i t e r  a d e n i n e ,  l e u c i n e ,  a n d / o r  u r a c i l  w h e n  n e c e s s a r y .1 0

N i t r o g e n - f r e e  P M  m e d i u m  ( 1 %  g l u c o s e  w i t h o u t  a m m o n i u m1 1

c h l o r i d e )  w e r e  u s e d  t o  c u l t u r e  S .  p o m b e  w h e n  t h e  m a t i n g1 2

e f f i c i e n c y  h a d  t o  b e  m e a s u r e d .  E s c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n s  D H 5α1 3

w a s  u s e d  f o r  p l a s m i d  m a n i p u l a t i o n .  E .  c o l i  w a s  g r o w n  i n  L B1 4

m e d i u m  ( 1 %  p o l y p e p t o n ,  0 . 5 %  y e a s t  e x t r a c t ,  1 %  N a C l ,  p H1 5

7 . 2 ) .1 6

1 7

P l a s m i d .  T h e  p l a s m i d s  p R E P 4 2 - r a d 2 4  a n d  p R E P 4 2 - r a d 2 5  w e r e1 8

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d . 1 8 )  p J K 1 4 8 - r a d 2 4  w a s  c o n s t r u c t e d  a s1 9

f o l l o w s :  T h e  r a d 2 4  D N A f r o m  w i l d  t y p e  S .  p o m b e  w a s  a m p l i f i e d2 0

b y  P C R  u s i n g  r a d 2 4 F - S a l I  a n d  r a d 2 4 R - N o t I  p r i m e r s .  T h e  P C R2 1

p r o d u c t  w a s  d i g e s t e d  w i t h  S a l I  a n d  N o t I  a n d  i n s e r t e d  i n t o2 2

p J K 1 4 8 ,  a n  i n t e g r a t i o n  v e c t o r  f o r  t h e  l e u 1  s i t e .  p J K 1 4 8 -2 3

r a d 2 4 ( C 6 1 5 T )  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  s i m i l a r  w a y  b y  s t a r t i n g2 4

f r o m  a m p l i f y i n g  t h e  r a d 2 4  l o c u s  o f  s a m 4 .2 5

2 6

S t r a i n  c o n s t r u c t i o n .  T h e  r a d 2 4 - d i s r u p t e d  s t r a i n  w a s2 7

c o n s t r u c t e d  a s  f o l l o w s :  A n  u p s t r e a m  r e g i o n  o f  r a d 2 4  f r o m  t h e2 8

Ta b l e 1
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w i l d - t y p e  S .  p o m b e  K T 3 4  g e n o m e  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g1

r a d 2 4 d 1  a n d  r a d 2 4 d 2  a s  a  p r i m e r  c o n t a i n i n g  t h e  p FA 6 a - s p e c i f i c2

D N A s e q u e n c e .  A p p r o x i m a t e l y  a  5 0 0 b p  f r a g m e n t  f r o m3

d o w n s t r e a m  o f  t h e  s t o p  c o d o n  o f  t h e  r a d 2 4  g e n e  f r o m  K T 3 4  w a s4

a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g  t h e  r a d 2 4 d 3  p r i m e r ,  w h i c h  c o n t a i n s  t h e5

p FA 6 a - s p e c i f i c  D N A s e q u e n c e  a n d  t h e  r a d 2 4 d 4  p r i m e r .  I n  t h e6

s e c o n d  P C R ,  t h e  k a n M X 6  p r o d u c t  a m p l i f i e d  f r o m  p FA 6 a -7

k a n M X 6  b y  p FA 6 a - c o m 5  a n d  p FA 6 a - c o m 6  w a s  u s e d  t o  j o i n  t h e8

f i r s t  t w o  P C R  p r o d u c t s .  S t r a i n  K T 3 4  w a s  t r a n s f o r m e d  w i t h  t h e9

s e c o n d  P C R  p r o d u c t  a n d  s t a b l e  G 4 1 8  r e s i s t a n t  t r a n s f o r m a n t s1 0

w e r e  s e l e c t e d  t o  o b t a i n  t h e  ∆ r a d 2 4  s t r a i n .  P r o p e r  i n t e g r a t i o n1 1

o f  t h e  r a d 2 4  d i s r u p t i o n  w a s  v e r i f i e d  b y  c o l o n y  d i r e c t e d  P C R1 2

u s i n g  N b 2  p r i m e r  a n d  r a d 2 4 - P 4  p r i m e r .  T h e  r e s u l t i n g  s t r a i n1 3

w a s  n a m e d  T M S 2 .  H o m o t h a l l i c  r a d 2 4  d e l e t i o n  s t r a i n  w a s  a l s o1 4

d e r i v e d  f r o m  S P 8 7 0  i n  a  s i m i l a r  w a y ,  y i e l d i n g  T M S 1 .1 5

1 6

M a t i n g  e f f i c i e n c y .  T h e  m a t i n g  a n d  s p o r u l a t i o n  e f f i c i e n c y  w a s1 7

c a l c u l a t e d  u s i n g  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :1 8

M a t  ( % )  =  ( 2 Z  +  2 A  +  0 . 5 S ) / ( H  +  2 Z  +  2 A  +  0 . 5 S )  w h e r e  Z  s t a n d s1 9

f o r  t h e  n u m b e r  o f  Z y g o t e s ,  A  f o r  t h e  n u m b e r  o f  a s c i ,  S  f o r  t h e2 0

n u m b e r  o f  f r e e  s p o r e s ,  a n d  H  f o r  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  t h a t  f a i l e d2 1

t o  m a t e . 2 3 )2 2

2 3

We s t e r n  b l o t t i n g .  A p p r o x i m a t e l y  1 x 1 0 8  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d2 4

a f t e r  g r o w t h  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  m e d i u m ,  w a s h e d  t w i c e  w i t h2 5

d H 2 O ,  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  µ l  o f  d H 2 O ,  a n d  s a m p l e s  w e r e  b o i l e d  a t2 6

9 5 ˚ C  f o r  5  m i n .  S u b s e q u e n t l y ,  1 2 0  µ l  o f  2 x  L a e m m l i  b u f f e r  ( 4 %2 7

S D S ,  2 0 %  g l y c e r o l ,  0 . 6 M  ß - m e r c a p t o e t h a n o l ,  8 M  u r e a ,  0 . 1 2 M2 8

Ta b l e  2
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T r i s - H C l  [ p H  6 . 8 ] )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  v i g o r o u s l y1

v o r t e x e d  w i t h  a c i d - w a s h e d  g l a s s  b e a d s  f o r  3 m i n .  T h e  s a m p l e s2

w e r e  h e a t e d  a t  9 5 ˚ C  f o r  5 m i n .  T h e  g l a s s  b e a d s  a n d  l a r g e  d e b r i s3

w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 6 , 0 0 0  x  g  f o r  1 0 m i n  ( F i g .4

4 ) .  E a c h  s a m p l e  w a s  a n a l y z e d  o n  S D S - PA G E  w i t h  a  7 . 5 %  o r5

1 0 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  I m m o b i l o n6

T r a n s f e r  M e m b r a n e s  ( M i l l i p o r e )  b y  u s i n g  a  w e t - t y p e  t r a n s f e r7

s y s t e m  o r  s e m i d r y  t r a n s f e r  s y s t e m .  T o  d e t e c t  t h e  R a d 2 4  p r o t e i n ,8

t h e  m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a  R a d 2 4  a n t i b o d y  d i l u t e d9

1 : 2 , 0 0 0  i n  5 %  s k i m  m i l k  i n  P B S - T  ( 1 3 7 m M  N a C l ,  8 m M1 0

N a 2 H P O 4 · 1 2 H 2 O ,  2 . 7 m M  K C l ,  1 . 5 m M  K H 2 P O 4 ,  0 . 1 %  T w e e n 2 0 ) .1 1

T h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  w i t h  P B S - T  f o r  1 5 m i n  a n d  5 m i n1 2

t w i c e  p e r  w a s h  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  h o r s e r a d i s h1 3

p e r o x i d a s e - c o n j u g a t e d  a n t i - r a b b i t  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( B i o -1 4

R a d  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . )  d i l u t e d  1 : 3 , 0 0 0  i n  5 %  s k i m  m i l k  i n1 5

P B S - T.  A f t e r  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d ,  t h e  s e c o n d a r y1 6

a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  w i t h  t h e  E C L  s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  b y1 7

t h e  m a n u f a c t u r e r  ( A m e r s h a m ) .  T o  d e t e c t  t u b u l i n ,  t h e1 8

m e m b r a n e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a n  a n t i - t u b u l i n  m o n o c l o n a l1 9

a n t i b o d y  ( S i g m a  T- 5 1 6 8 )  d i l u t e d  1 : 5 0 0 0  i n  5 %  s k i m  m i l k  i n2 0

P B S - T,  w a s h e d  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  h o r s e r a d i s h2 1

p e r o x i d a s e - c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  d i l u t e d2 2

1 : 1 0 0 0  i n  5 %  s k i m  m i l k  i n  P B S - T.  A f t e r  t h e  m e m b r a n e  w a s2 3

w a s h e d ,  t h e  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  w i t h  t h e  E C L2 4

s y s t e m  ( A m e r s h a m )2 5

2 6

P r e p a r a t i o n  o f  R N A  a n d  R T- P C R .2 7

T o t a l  R N A w a s  p r e p a r e d  f o r  RT- P C R  a n d  i t  w a s  p e r f o r m e d  a s2 8
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d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y . 2 3 )  S .  p o m b e  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  P M1

m e d i u m  a t  3 0 ˚ C  t o  a  d e n s i t y  o f  2  x  1 0 8  c e l l s / m l .  T h e  c e l l s  w e r e2

p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a s h e d  w i t h  D E P C  t r e a t e d  H 2 O .3

T h e  c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  1  m l  o f  I S O G E N  ( R N A i s o l a t i o n4

r e a g e n t ;  N i p p o n  G e n e )  a n d  v i g o r o u s l y  v o r t e x e d  6  m i n u t e s  w i t h5

g l a s s  b e a d s .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0  x  g  f o r  1 5  m i n u t e s  a t6

4 ˚ C ) ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  i s o p r o p a n o l .  T h e n ,7

R N A s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  R Q 1  R N a s e  f r e e  D N a s e8

( P r o m e g a )  f o r  3 0  m i n  a t  3 7 ˚ C .  E a c h  5 0 0 n g  R N A w a s  r e v e r s e9

t r a n s c r i b e d  b y  TA K A R A P r i m e r S c r i p t  f o l l o w e d  b y  s e m i1 0

q u a n t i t a t i v e  P C R  u s i n g  E x  t a q  p o l y m e r a s e .1 1

1 2

1 3

R e s u l t s1 4

I d e n t i f i c a t i o n  o f  s a m  a l l e l e s1 5

We  h a v e  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d  n i n e  s a m  m u t a n t s  t h a t  m a t e  a n d1 6

s p o r u l a t e  w i t h o u t  a n y  s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n  i n  S .  p o m b e . 2 1 )  W i l d1 7

t y p e  S .  p o m b e  s t r a i n  d o s e  n o t  f o r m  s p o r e s  u n d e r  n u t r i e n t  r i c h1 8

c o n d i t i o n  s u c h  a s  o n  Y E S  r i c h  m e d i u m ,  b u t  a l l  s a m  m u t a n t s1 9

f o r m e d  t h e  s p o r e s  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n .  T h u s ,  t h e  s a m2 0

p h e n o t y p e  i s  n o w  r e - d e f i n e d  a s  a  m u t a t i o n  t h a t  s k i p s  t h e2 1

r e q u i r e m e n t  o f  s t a r v a t i o n  f o r  m a t i n g .  T h e  d e g r e e  o f  m a t i n g2 2

e f f i c i e n c y  w e r e  v a r i a b l e  a m o n g  n i n e  s a m  m u t a n t s  b u t  w h i c h  a r e2 3

c l e a r l y  h i g h e r  t h a n  w i l d  t y p e  ( F i g . 1 ) .  R o u n d e r  c e l l  s h a p e d2 4

c e l l s  w e r e  o f t e n  o b s e r v e d  i n  s a m 3 ,  s a m 4  a n d  s a m 9  s t r a i n s  ( F i g .2 5

1 )2 6

T o  i d e n t i f y  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a m  m u t a t i o n s ,  w e  f i r s t  l o o k e d2 7

f o r  t h e  p h e n o t y p e s  i n  w h i c h  w e  c a n  u s e  f o r  t h e  s c r e e n i n g  t o2 8

F i g . 1
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i d e n t i f y  t h e  s a m  g e n e .  We  c h e c k e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  n i n e  s a m1

m u t a n t s  t o  0 . 1 M  C a C l 2 ,  1 M  K C l ,  0 . 1 8 M  N a C l ,  0 . 2 M  M g C l 2 ,2

0 . 2 M  M g S O 4 ,  0 . 2 5 m M  M n C l 2 ,  a n d  1 . 2 M  s o r b i t o l .  A l t h o u g h  n o3

s e n s i t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  0 . 2 M  M g C l 2 ,  0 . 2 M  M g S O 4 ,  0 . 2 5 m M4

M n C l 2 ,  a n d  1 . 2 M  s o r b i t o l  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  w e  f o u n d  t h a t  s a m 2 ,5

s a m 3 ,  s a m 4 ,  a n d  s a m 9  a r e  s e n s i t i v e  t o  0 . 1  M  C a C l 2 ,  a l l  n i n e  s a m6

m u t a n t s  a r e  s e n s i t i v e  t o  1 M  K C l  b u t  w i t h  d i f f e r e n t  d e g r e e  ( F i g .7

2 )  a n d  s a m 4  w a s  a  l i t t l e  s e n s i t i v e  t o  0 . 1 8 M  N a C l  ( d a t a  n o t8

s h o w n ) .  B e c a u s e  K C l  s e n s i t i v i t y  i s  a  c h a r a c t e r i s t i c  p h e n o t y p e9

o f  c y r 1  a n d  p k a 1  m u t a n t s ,  2 7 ,  2 8 )  w h i c h  a r e  a l s o  c a t e g o r i z e d  a s1 0

s a m  m u t a n t s ,  t h o s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h e  t i g h t  l i n k a g e  o f  s a m1 1

p h e n o t y p e  a n d  K C l  s e n s i t i v i t y .1 2

We  n e x t  t e s t e d  U V  s e n s i t i v i t y  o f  a l l  s a m  m u t a n t s  a n d  f o u n d1 3

o n l y  s a m 4  i s  c l e a r l y  s e n s i t i v e  t o  t h e  U V  i n  t h e  d o s e  h i g h e r  t h a n1 4

1 2 0  J / m 2  ( F i g .  3 ) .  T h e  o b s e r v a t i o n  o f  U V  s e n s i t i v i t y  o f  s a m 41 5

l e a d  u s  t o  c o m p a r e  i t s  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  r a d 2 4  m u t a n t ,  b e c a u s e1 6

o f  w h i c h  i s  k n o w n  t o  b e  s e n s i t i v e  t o  U V 2 9 )  a n d  a l s o  d i s p l a y e d1 7

t h e  s a m  p h e n o t y p e . 1 8 )  A s  t h e  r e s u l t ,  t h e  U V  s e n s i t i v i t y  o f  s a m 41 8

w a s  f o u n d  t o  b e  i n  a  s i m i l a r  l e v e l  t o  a  r a d 2 4  m u t a n t .1 9

2 0

D e t e c t i o n  o f  R a d 2 4  p r o t e i n  l e v e l  i n  s a m  m u t a n t s2 1

 A b o v e  r e s u l t  p r o m p t e d  u s  t o  c h e c k  t h e  p r o t e i n  l e v e l  o f  R a d 2 42 2

i n  s a m 4 ,  b e c a u s e  r a d 2 4  i s  k n o w n  t o  m a t e  w i t h o u t  a n y2 3

s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n  l i k e  a l l  s a m  m u t a n t s . 1 8 )  T o  k n o w  t h e2 4

e x i s t e n c e  o f  t h e  R a d 2 4  p r o t e i n  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t ,  w e  u s e d  t h e2 5

a n t i b o d y  a g a i n s t  R a d 2 4 .  T h i s  a n t i b o d y  w a s  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  S .2 6

p o m b e  R a d 2 4  p r o t e i n  a n d  r e c o g n i z e d  R a d 2 4  s p e c i f i c a l l y . 3 0 )2 7

W h e n  w e  t e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  R a d 2 4  i n  n i n e  s a m  m u t a n t s  b y2 8

F i g . 2

F i g . 3

3 3
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w e s t e r n  b l o t t i n g ,  R a d 2 4  w a s  d e t e c t e d  i n  a l l  s a m  m u t a n t s  e x c e p t1

f o r  s a m 4 .  T h u s ,  R a d 2 4  w a s  c o m p l e t e l y  l o s t  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t .2

T h i s  r e s u l t  i n d i c a t e d  t h a t  s a m 4  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4  o r  t h e3

m u t a t i o n  t h a t  a f f e c t  t h e  R a d 2 4  p r o t e i n .4

 T h e n ,  w e  t e s t e d  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  r a d 2 4  b y  R e v e r s e5

T r a n s c r i p t i o n  ( RT )  c o u p l e d  P C R .  T h e  t o t a l  R N A w a s  e x t r a c t e d6

f r o m  s a m 4  a n d  w i l d  t y p e  S P 8 7 0 ,  a n d  r e v e r s e  t r a n s c r i b e d  w i t h7

R e v e r s e  T r a n s c r i p t i o n  S y s t e m  ( P r o m e g a ) .  RT- P C R  w a s8

c o n d u c t e d  b y  t h e  p r i m e r  s e t s  o f  r a d 2 4 O R F - F  a n d  r a d 2 4 O R F - R .9

T h e  a c t i n  m R N A w a s  a m p l i f i e d  b y  p r i m e r s  s e t  o f  a c t 1 - F  a n d1 0

a c t 1 - R  a s  a  c o n t r o l .  A s  t h e  r e s u l t ,  t h e r e  w a s  n o  b a n d  o f  r a d 2 41 1

a p p e a r e d  i n  t h e  R N A s a m p l e  t a k e n  f r o m  s a m 4 ,  w h i l e  r a d 2 4  w a s1 2

d e t e c t e d  i n  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n  ( F i g .  5 ) .  T h u s ,  r a d 2 4  w a s  n o t1 3

e x p r e s s e d  o r  v e r y  l o w  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t .  T h i s  r e s u l t1 4

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s a m 4  m u t a t i o n  l i e s  w i t h i n  t h e  r a d 2 4  g e n e  o r1 5

t h e  o t h e r  g e n e  t h a t  a f f e c t e d  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  r a d 2 4 .1 6

We  t h e n  s e q u e n c e d  t h e  r a d 2 4  l o c u s  o f  t h e  s a m 4  m u t a n t  b y1 7

a m p l i f y i n g  t h e  g e n o m i c  D N A o f  r a d 2 4  f r o m  t h e  s a m 4  m u t a n t .1 8

T h e  p r i m e r s  o f  r a d 2 4  P - 1  a n d  r a d 2 4  P - 4  w e r e  u s e d  f o r1 9

a m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  r a d 2 4  l o c u s  a n d  s u r r o u n d i n g  r e g i o n .  T h e2 0

a m p l i f i e d  f r a g m e n t s  w e r e  d i r e c t l y  s e q u e n c e d  b y  p r i m e r s2 1

i n d i c a t e d  i n  F i g .  6 .  A s  t h e  r e s u l t ,  o n l y  o n e  m u t a t i o n  w a s  f o u n d2 2

a t  t h e  p o s i t i o n  o f  6 1 5  n u c l e o t i d e  f r o m  t h e  s t a r t  c o d o n  o f  r a d 2 4 .2 3

B y  t h i s  m u t a t i o n ,  t h e  C A A ( G l n )  c o n d o n  w a s  c h a n g e d  t o  TA A2 4

( s t o p )  c o d o n ,  t h a t  l e a d  t o  g e n e r a t e  t r u n c a t e d  o r  n o n  f u n c t i o n a l2 5

R a d 2 4  p r o t e i n  ( F i g .  6 ) .  T h e r e  w a s  n o  o t h e r  m u t a t i o n  i n c l u d i n g2 6

t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  a n d  t h e  t e r m i n a t o r  r e g i o n .  T h e  r e s u l t  t h a t2 7

o n l y  t h e  n o n s e n s e  m u t a t i o n  w a s  f o u n d  i n  r a d 2 4  w a s  a  l i t t l e2 8

F i g . 4

F i g . 5
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s u r p r i s i n g  s i n c e  w e  d i d  n o t  d e t e c t  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  r a d 2 4  i n1

t h e  s a m 4  m u t a n t ,  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .2

3

S u p p r e s s i o n  o f  s a m 4  m u t a n t  b y  r a d 2 44

  We  n e x t  i n t r o d u c e d  t h e  e x o g e n o u s  r a d 2 4  b y  e x p r e s s i o n  o n  t h e5

p l a s m i d  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t  t o  t e s t  w h e t h e r  a l l  p h e n o t y p e s  o f6

s a m 4  w a s  r e v e r s e d .  We  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  p l a s m i d  r e s t o r e d  i t s7

p h e n o t y p e s  o f  s a m 4  i n  s e n s i t i v i t y  t o  0 . 1 M  C a C l 2 ,  1 M  K C l  a n d8

1 5 0  J / m 2  U V  ( F i g .  7 A ) .  T h e  s a m  p h e n o t y p e ,  n a m e l y ,  m a t e9

w i t h o u t  a n y  s t a r v a t i o n ,  w a s  a l s o  r e v e r s e d  b y  e x p r e s s i o n  o f1 0

r a d 2 4  ( F i g .  7 B ) .  F u r t h e r  m o r e ,  w e  a m p l i f i e d  t h e  r a d 2 4  a l l e l e1 1

f r o m  s a m 4  a n d  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  l e u 1  l o c u s  o f  a n  a u t h e n t i c1 2

r a d 2 4  m u t a n t .  A s  e x p e c t e d ,  t h e r e  w a s  n o  s u p p r e s s i o n  o f  r a d 2 41 3

b y  r a d 2 4  a l l e l e  o f  s a m 4  i n  t h e  d e r i v e d  s t r a i n  n a m e d  T M 4 .  T M 41 4

w a s  p h e n o t y p i c a l l y  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  r a d 2 4  d e l e t i o n  m u t a n t1 5

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  A l l  t h e s e  r e s u l t s  c o n s i s t e n t l y  i n d i c a t e  t h a t1 6

t h e  s a m 4  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4  a n d  a l s o  t h e r e  i s  n o1 7

p h e n o t y p i c a l l y  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s a m 4  m u t a n t  ( H S 4 1 8 )1 8

a n d  r a d 2 4  n u l l  a l l e l e .  F r o m  a l l  t h o s e  r e s u l t s ,  w e  c o n c l u d e d1 9

t h a t  t h e  s a m 4  s t r a i n  c o n t a i n s  o n l y  t h e  n o n s e n s e  m u t a t i o n  i n2 0

r a d 2 4 .2 1

2 2

S u p p r e s s i o n  o f  t h e  s a m 1  m u t a n t  b y  r a d 2 4  o r  r a d 2 5 .2 3

  We  f u r t h e r  e x a m i n e d  w h e t h e r  e x p r e s s i o n  o f  r a d 2 4  o r  r a d 2 52 4

a f f e c t  t h e  p h e n o t y p e s  o n  o t h e r  s a m  m u t a n t s .  We  i n t r o d u c e d2 5

r a d 2 4  o r  r a d 2 5  i n  a l l  s a m  m u t a n t s  t o  s e e  a n y  p h e n o t y p e s  a r e2 6

r e v e r s e d  b y  e x p r e s s i o n  o f  t h o s e  g e n e s .  A s  t h e  r e s u l t ,  t h e  K C l2 7

s e n s i t i v e  p h e n o t y p e  a n d  h i g h  m a t i n g  r a t i o  o f  s a m 1  w a s  f o u n d2 8

F i g . 6

F i g . 7
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t o  b e  r e v e r s e d  b y  e x p r e s s i o n  o f  r a d 2 4  o r  r a d 2 5  ( F i g .  8 , A  &  B ) .1

T o  s e e k  o u t  a n y  p o s s i b i l i t y  o f  s a m 1  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4  o r2

r a d 2 5 ,  w e  s e q u e n c e d  t h e  r a d 2 5  a n d  r a d 2 4  l o c i  o f  t h e  s a m 13

m u t a n t  ( H S 4 1 2 )  i n  a  s i m i l a r  w a y  a s  t e s t e d  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t4

( H S 4 1 8 ) ,  b u t  d i d  n o t  f i n d  a n y  a l t e r a t i o n  i n  t h o s e  t w o  g e n e s .  We5

c o n c l u d e d  t h a t  s a m 1  i s  n o t  a  a l l e l e  o f  r a d 2 4  n o r  r a d 2 5 .  O n  t h e6

c o n t r a r y  t o  t h e  r a d 2 4  d e l e t i o n  s t r a i n ,  t h e  r a d 2 5  d e l e t i o n  s t r a i n7

d i d  n o t  s h o w  t h e  s a m  p h e n o t y p e ,  n o r  s e n s i t i v e  t o  K C l ,  U V,  a n d8

C a C l 2  ( F i g .  8 , C  , D  a n d  d a t a  n o t  s h o w n ) .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  a n y9

o t h e r  s a m  m u t a n t s  a r e  e i t h e r  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 5  o r  r a d 2 4 .1 0

1 1

D i s c u s s i o n1 2

D e s p i t e  a  l o n g  o n - g o i n g  a n a l y s i s  o f  s a m  m u t a n t s  i n  o u r1 3

l a b o r a t o r y ,  w e  h a d  n o t  s u c c e e d e d  t o  i d e n t i f y  a n y  s a m  a l l e l e s1 4

a n d  o n l y  i s o l a t e d  s u p p r e s s o r s  g e n e s  s u c h  a s  m s a 1  a n d  m s a 2 .  2 2 ,1 5
2 3 )  We  a l s o  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  z d s 1 2 6 )  a n d  s l a 1  2 4 ,  2 5 )  a s1 6

i n d u c e r s  o f  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  t h r o u g h  t h e  a n a l y s i s  o f  s a m 31 7

a n d  s a m 9  d o m i n a n t  m u t a n t s .  B u t  h e r e  w e  c l e a r l y  s h o w e d  t h a t1 8

s a m 4  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4  t h a t  e n c o d e s  o n e  o f  1 4 - 3 - 3  p r o t e i n s .1 9

1 4 - 3 - 3  i s  a  p r o t e i n  w i d e l y  f o u n d  i n  e u k a r y o t e s  a n d  m o d u l a t e2 0

m a n y  c e l l u l a r  p r o c e s s  b y  i n t e r a c t i n g  p r i m a r i l y  p h o s p h o l y r a t e d2 1

p r o t e i n . 3 1 )  F i s s i o n  y e a s t  h a s  o n e  p a r a l o g o u s  g e n e  o f  r a d 2 4  f o r2 2

1 4 - 3 - 3  c a l l e d  r a d 2 5 .  I t  c a n  b e  d i s p e n s a b l e  f o r  e i t h e r  o n e  o f2 3

r a d 2 4  a n d  r a d 2 5  g e n e s  b u t  n o t  f o r  b o t h . 2 9 )  A  r a d 2 4  d e l e t i o n2 4

m u t a n t  i s  h i g h l y  i n c l i n e d  t o  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  b u t  a  r a d 2 52 5

d e l e t i o n  s t r a i n  i s  n o t  ( F i g .  8 ) .  T h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e2 6

d i f f e r e n t  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  r a d 2 4  a n d  r a d 2 5  i n  S .  p o m b e .2 7

R a d 2 4  i s  m u c h  a b u n d a n t  t h a n  R a d 2 5  i n  f i s s i o n  y e a s t .  W h e n2 8

F i g . 8
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r a d 2 5  w a s  e x p r e s s e d  u n d e r  t h e  n m t 1  p r o m o t e r ,  i t  b e h a v e s  l i k e1

r a d 2 4  s o  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  R a d 2 4  a n d  R a d 2 5  i s  n o t2

i n d i s t i n g u i s h a b l e .3

I t  i s  r e a s o n a b l e  t h a t  r a d 2 4  a l l e l e  w a s  i n c l u d e d  i n  o n e  o f  n i n e4

s a m  m u t a n t s ,  a s  i t  h a s  b e e n  k n o w n  t h a t  d e l e t i o n  o f  r a d 2 4  l e a d5

t o  t h e  s a m  p h e n o t y p e . 1 8 )  T h e  p h e n o t y p e  o f  s a m 4  a n d  r a d 2 46

d e l e t i o n  m u t a n t s  w e r e  i d e n t i c a l  a n d  n o  e v i d e n c e  w a s  o b t a i n e d7

t h a t  a r g u e  a g a i n s t  t h e  e x i s t e n c e  o f  o t h e r  m u t a t i o n s  i n  s a m 4  a s8

f a r  a s  w e  e x a m i n e d  i n  t h i s  s t u d y .9

T h e  s a m  p h e n o t y p e ,  n a m e l y  s k i p  s t a r v a t i o n  f o r  m a t i n g ,  w e r e1 0

c u r r e n t l y  c o n s i d e r e d  i n  m a i n l y  d e f e c t i v e  a t  t w o  d i f f e r e n t1 1

p o i n t s .  O n e  d e f e c t i v e  p o i n t  r e s i d e s  i n  t h e  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n1 2

p a t h w a y  s u c h  a s  t h e  c A M P  p a t h w a y .  T y p i c a l l y ,  c y r 1  t h a t1 3

e n c o d e s  a d e n y l y l  c y c l a s e  o r  p k a 1  t h a t  e n c o d e s  p r o t e i n  k i n a s e1 4

A d e l e t i o n  m u t a n t s  s h o w e d  s a m  p h e n o t y p e . 5 ,  9 )  T h e  o t h e r  i s  t h e1 5

m u t a t i o n  d e f e c t i v e  i n  c e l l  c y c l e  c o n t r o l l e r  l i k e  c i g 2 / c y c 1 71 6

e n c o d i n g  o n e  o f  c y c l i n . 3 2 )  I f  t h e  c e l l  c y c l e  p r o g r e s s i o n  w a s  n o t1 7

i n h i b i t e d  a t  G 1  p h a s e ,  c e l l s  e a s i l y  s t o p  a t  t h e  G 1  p h a s e ,  s o  t h a t ,1 8

c e l l s  s k i p  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  n u t r i t i o n a l  s t a r v a t i o n  f o r  m a t i n g .1 9

S i n c e  R a d 2 4  i n t e r a c t e d  w i t h  p r o t e i n s  r e l a t e d  m e i o s i s  s u c h  a s2 0

S t e 1 1 ,  M e i 2 ,  a n d  B y r 2 ,  a n d  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e  t h o s e  p r o t e i n s ,2 1

t h e  d e l e t i o n  m u t a n t  o f  r a d 2 4  s k i p  r e q u i r e m e n t  o f  s t a r v a t i o n  f o r2 2

m a t i n g .2 3

  B e c a u s e  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  R a d 2 4  ( o r  R a d 2 5  i n  s o m e2 4

c a s e s )  b o u n d  w i t h  m a n y  p r o t e i n s  l i k e  C d c 2 5 , 3 3 )  C l p 1 , 3 4 )2 5

P l c 1 , 3 0 )  C h k 1 , 3 5 )  C i d 1 3  a n d  C A P 8 )  i n  a d d i t i o n  t o  B y r 2 , 1 8 )2 6

S t e 1 1 , 3 6 )  a n d  M e i 2 3 6 )  i n  f i s s i o n  y e a s t ,  R a d 2 4  ( o r  R a d 2 5 )2 7

i n v o l v e s  i n  m a n y  c e l l u l a r  e v e n t s  o t h e r  t h a n  s e x u a l2 8
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d i f f e r e n t i a t i o n .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p h e n o t y p e s  o f  U V1

s e n s i t i v i t y  a n d  s a m  p h e n o t y p e ,  w e  f o u n d  r a d 2 4  d e l e t i o n  m u t a n t2

i s  s e n s i t i v e  t o  C a C l 2 ,  w h i c h  w a s  n o t  s h o w n  b e f o r e .  S e n s i t i v i t y3

t o  U V  c a n  b e  e x p l a i n a b l e  f r o m  i t s  p r o p e r t y  o f  R a d 2 4  t o  i n t e r a c t4

w i t h  C h k 1 ,  a  c h e c k  p o i n t  i n v o l v e d  k i n a s e  o r  P l c 1 ,5

P h o s p h o l i p a s e  C ,  a n d  s a m  p h e n o t y p e  c a n  b e  e x p l a i n a b l e  o f  i t s6

p r o p e r t y  o f  R a d 2 4  t o  i n t e r a c t  w i t h  B y r 2 ,  S t e 1 1  a n d  M e i 2 .  B u t ,7

C a C l 2  a n d  K C l  s e n s i t i v e  p h e n o t y p e  c a n  n o t  b e  c l e a r l y8

e x p l a i n a b l e  a t  t h i s  p o i n t .  O n e  p o s s i b i l i t y  o f  C a C l 2  s e n s i t i v i t y9

o f  t h e  r a d 2 4  d e l e t i o n  m u t a n t  m i g h t  b e  r e l e v a n t  t o  t h e  r o l e  o f1 0

Z d s 1  b e c a u s e  d e l e t i o n  o f  z d s 1  c a u s e s  C a C l 2  s e n s i t i v i t y  2 6 )  a n d1 1

i t  i n t e r a c t e d  w i t h  R a d 2 4  ( o u r  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n ) .  B u t ,1 2

a s  i t  w a s  s h o w n  t h a t  m o r e  t h a n  2 0 0  p r o t e i n s  i n t e r a c t  w i t h1 3

1 4 - 3 - 3  i n  S .  c e r e v i s i a e ,  3 7 )  i t  i s  n o t  a n  e a s y  t a s k  t o  d i s s e c t  t h e1 4

e a c h  f u n c t i o n  o f  R a d 2 4  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  e a c h  d i f f e r e n t1 5

p h e n o t y p e  i n  S .  p o m b e  b y  c u r r e n t  i n f o r m a t i o n .1 6

T h e r e  w a s  a  p o i n t  m u t a t i o n  i n  r a d 2 4 ,  s o  t h a t  w e  g e n e r a l l y1 7

e x p e c t  t h e  t r a n s c r i p t i o n  i s  n o r m a l .  B u t  n o  o r  v e r y  l i t t l e1 8

t r a n s c r i p t i o n  o f  r a d 2 4  w a s  o b s e r v e d  i n  s a m 4 .  T h i s  r e s u l t  w a s  a1 9

l i t t l e  s u r p r i s i n g .  B u t ,  w e  t h i n k  t h i s  o b s e r v a t i o n  p r o b a b l y2 0

r e f l e c t  t h e  r e s p o n s e  o f  N o n s e n s e  m e d i a t e d  m R N A d e c a y  ( N M D ) .2 1

N M D  i s  t h e  m e c h a n i s m  t h a t  d e t e c t s  a n d  e l i m i n a t e s  a b e r r a n t2 2

m R N A s  w h o s e  e x p r e s s i o n  w o u l d  r e s u l t  i n  t r u n c a t e d  p r o t e i n s  b y2 3

p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  c o d o n . 3 8 )  T h i s  N M D  m e c h a n i s m  i s2 4

k n o w n  t o  b e  h i g h l y  c o n s e r v e d  i n  e u k a r y o t e s  i n c l u d i n g  b u d d i n g2 5

y e a s t ,  w o r m s ,  m a m m a l s  a n d  p l a n t s ,  a l t h o u g h  n o  c l e a r  e v i d e n c e2 6

w a s  s h o w n  e x p e r i m e n t a l l y  i n  f i s s i o n  y e a s t  y e t . 3 8 )  O u r  r e s u l t2 7

m i g h t  b e  o n e  o f  t h e  e x a m p l e  t h a t  f i s s i o n  y e a s t  u s e s  t h e  N M D2 8
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m e c h a n i s m  a s  w e l l .1

  A m o n g  o t h e r  s a m  m u t a n t s  s a m 1  w a s  s u p p r e s s e d  b y  e x p r e s s i o n2

o f  r a d 2 4  o r  r a d 2 5 .  B u t ,  n o  m u t a t i o n  w a s  f o u n d  i n  r a d 2 4  n o r3

r a d 2 5  i n  s a m 1 .  R a d 2 4  w a s  d e t e c t e d  b y  w e s t e r n  b l o t  s o  t h a t  i t  i s4

u n l i k e l y  t h a t  s a m 1  i s  t h e  a l l e l e  o f  r a d 2 4  o r  t h a t  a f f e c t  t h e5

e x p r e s s i o n  o f  r a d 2 4 .  I t  i s  a l s o  c o n s i d e r e d  t h a t  a l l  n i n e  s a m  a r e6

i n d e p e n d e n t  a l l e l e .  We  d o  n o t  k n o w  w h a t  g e n e  i s  m u t a t e d  i n7

s a m 1 .  B u t ,  a l l  o u r  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  1 4 - 3 - 3  p r o t e i n s  a r e8

d e e p l y  i n v o l v e d  i n  t h e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  f i s s i o n  y e a s t .9

1 0

A c k n o w l e d g e m e n t s1 1

We  t h a n k  D r .  A n d o h  f o r  t h e  R a d 2 4  a n t i b o d y .  T h i s  w o r k  w a s1 2

s u p p o r t e d  b y  G r a n t s - i n - A i d  f r o m  t h e  M i n i s t r y  o f  E d u c a t i o n ,1 3

C u l t u r e ,  S p o r t s ,  S c i e n c e ,  a n d  T e c h n o l o g y  o f  J a p a n .1 4

1 5

1 6

1 7

1 8

1 9

2 0

2 1

2 2

2 3

2 4

2 5

2 6

2 7

2 8
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F i g .  1 .  P h e n o t y p e s  a n d  m a t i n g  e f f i c i e n c y  o f  n i n e  s a m  m u t a n t s .1

C e l l s  w e r e  g r o w n  o n  Y E S  m e d i u m  f o r  3  d a y s  a n d  p i c t u r e s  w e r e2

t a k e n .  M a t i n g  e f f i c i e n c y  w a s  c a l c u l a t e d  b y  c o u n t i n g  3 0 0  c e l l s .3

4

F i g .  2 .  S e n s i t i v i t y  o f  s a m  m u t a n t s  b y  K C l  a n d  C a C l 2 .5

S P 8 7 0  ( w i l d - t y p e ) ,  a n d  s a m 1 - s a m 9  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  a t  3 0 ˚ C6

i n  l i q u i d  m e d i u m  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  l o g  p h a s e .  T h e y  w e r e7

c o n c e n t r a t e d  t o  1  x  1 0 7  c e l l s / m l  a n d  t h e n  d i l u t e d  s e q u e n t i a l l y8

5 - f o l d  ( i n  t h e  r i g h t - h a n d  d i r e c t i o n ) .  T h e  c e l l s  w e r e  s p o t t e d  o n9

Y E S  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 0 ˚ C  f o r  3  d a y s  w i t h  1  M  K C l  a n d1 0

0 . 1  M  C a C l 2 .1 1

1 2

F i g .  3 .   S e n s i t i v i t y  o f  s a m  m u t a n t s  t o  U V.1 3

I n d i c a t e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  a n d  d i l u t e d  a s  i n  F i g .  2 .  C e l l s  w e r e1 4

e x p o s e d  t o  1 2 0 ,  1 5 0  J / m 2  U V  o r  n o n e .  T h e  c e l l s  w e r e  s p o t t e d  o n1 5

Y E S  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 0 ˚ C  f o r  3  d a y s .1 6

1 7

F i g .  4 .  We s t e r n  b l o t  o f  s a m  m u t a n t s  b y  R a d 2 4  a n t i b o d y .1 8

I n d i c a t e d  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  Y E S  a t  3 0 ˚ C  a n d  c r u d e  p r o t e i n s1 9

w e r e  e x t r a c t e d .  T h e  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  S D S - PA G E  w i t h2 0

a  1 0 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  R a d 2 4  w a s  d e t e c t e d  w i t h  a  R a d 2 42 1

s p e c i f i c  a n t i b o d y .  T u b l i n  w a s  d e t e c t e d  w i t h  a  t u b u l i n  s p e c i f i c2 2

a n t i b o d y  a s  a  l o a d i n g  c o n t r o l .2 3

2 4

F i g .  5 .  m R N A l e v e l  o f  r a d 2 4 .2 5

T h e  m R N A l e v e l  w a s  m o n i t o r e d  b y  RT- P C R .  S a m p l e s  w e r e2 6

t a k e n  f r o m  a  s a m 4  m u t a n t  a n d  w i l d  t y p e  a s  i n d i c a t e d .2 7

E x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  w i t h  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( L e f t  p a n e l )2 8
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a n d  w i t h o u t  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( R i g h t  p a n e l ) .  T h e  a c t 1  g e n e1

e n c o d i n g  a c t i n  w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l .  P C R  w a s  d o n e  w i t h  t w o2

d i f f e r e n t  c y c l e s .3

4

F i g .  6 .  A  m u t a t i o n  s i t e  o f  r a d 2 4  i n  t h e  s a m 4  m u t a n t .  T h e  r a d 2 45

g e n e  w a s  a m p l i f i e d  b y  r a d 2 4  P 1  a n d  P - 6  p r i m e r s .  T h e  s e q u e n c e6

o f  t h e  r a d 2 4  r e g i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p r i m e r s  i n d i c a t e d  b y7

a r r o w s .  A  m u t a t i o n  w a s  f o u n d  a t  t h e  6 1 5  p o s i t i o n  f r o m  t h e  s t a r t8

c o d o n .  B y  t h i s  m u t a t i o n  G l n  c o d o n  w a s  c h a n g e d  t o  s t o p  c o d o n .9

1 0

F i g .  7 .  S u p p r e s s i o n  o f  s a m 4  b y  r a d 2 4 .1 1

A s a m 4  m u t a n t  t h a t  e x p r e s s e d  r a d 2 4  o r  n o t  w a s  g r o w n  f o r  31 2

d a y s  o n  P M  m i n i m u m  m e d i u m  u n d e r  i n d i c a t e d  c o n d i t i o n ( A ) .1 3

C e l l s  w e r e  t a k e n  b y  p h o t o g r a p h y  ( B ) .  T h e  p h e n o t y p e s  o f  s a m 41 4

w e r e  r e v e r s e d  b y  e x p r e s s i o n  o f  r a d 2 4 .1 5

1 6

F i g .  8 .  S u p p r e s s i o n  o f  t h e  s a m 1  m u t a n t  b y  r a d 2 4  o r  r a d 2 5 .1 7

r a d 2 4  o r  r a d 2 5  w a s  e x p r e s s e d  i n  t h e  s a m 1  m u t a n t .  T h e y  w e r e1 8

t e s t e d  f o r  t h e  p h e n o t y p e s  o f  K C l  s e n s i t i v i t y  ( A )  a n d  m a t i n g1 9

e f f i c i e n c y  ( B ) .  P h e n o t y p i c  c o m p a r i s o n  o f  h o m o t h a l l i c  a n d2 0

h e t e r o t h a l l i c  r a d 2 4  a n d  r a d 2 5  d e l e t i o n  m u t a n t s  o n  K C l2 1

s e n s i t i v i t y  w a s  d o n e  ( C ) .  C e l l s  o f  t h e  r a d 2 4  d e l e t i o n  m u t a n t2 2

m a d e  s p o r e s  o n  Y E S  r i c h  m e d i u m  b u t  c e l l s  o f  t h e  r a d 2 52 3

d e l e t i o n  d i d  n o t  ( D ) .2 4

2 5

2 6

2 7

2 8
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R e f e r e n c e s1

1 ) K a w a m u k a i  M ,  N i p p o n  N o g e i k a g a k u  K a i s h  ( i n  J a p a n e s e ) ,2

7 3 ,  1 1 4 7 - 1 1 5 3  ( 1 9 9 9 ) .3

2 ) Ya m a m o t o  M ,  I n i t i a t i o n  o f  m e i o s i s .  I n  " T h e  M o l e c u l a r4

B i o l o g y  o f  S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e . "  S p r i n g e r -5

Ve r l a g ,  B e r l i n ,  p p .  2 9 7 - 3 0 9  ( 2 0 0 3 ) .6

3 ) M a t s u o  T,  O t s u b o  Y,  U r a n o  J ,  T a m a n o i  F  a n d  Ya m a m o t o  M ,7

M o l  C e l l  B i o l ,  2 7 ,  3 1 5 4 - 6 4  ( 2 0 0 7 ) .8

4 ) H o f f m a n  C S ,  B i o c h e m  S o c  Tr a n s ,  3 3 ,  2 5 7 - 2 6 0  ( 2 0 0 5 ) .9

5 ) K a w a m u k a i  M ,  F e r g u s o n  K ,  W i g l e r  M  a n d  Yo u n g  D ,  C e l l1 0

R e g u l . ,  2 ,  1 5 5 - 6 4  ( 1 9 9 1 ) .1 1

6 ) K a w a m u k a i  M ,  S e i k a g a k u ,  6 8 ,  3 1 - 5  ( 1 9 9 6 ) .1 2

7 ) K a w a m u k a i  M ,  G e r s t  J ,  F i e l d  J ,  R i g g s  M ,  R o d g e r s  L ,1 3

W i g l e r  M  a n d  Yo u n g  D ,  M o l .  B i o l .  C e l l ,  3 ,  1 6 7 - 8 0  ( 1 9 9 2 ) .1 4

8 ) Z h o u  G L ,  Ya m a m o t o  T,  O z o e  F,  Ya n o  D ,  T a n a k a  K ,1 5

M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .1 6

B i o c h e m . ,  6 4 ,  1 4 9 - 5 9  ( 2 0 0 0 ) .1 7

9 ) M a e d a  T,  Wa t a n a b e  Y,  K u n i t o m o  H  a n d  Ya m a m o t o  M ,  J .1 8

B i o l .  C h e m . ,  2 6 9 ,  9 6 3 2 - 9 6 3 7  ( 1 9 9 4 ) .1 9

1 0 ) K a w a m u k a i  M ,  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  1 4 4 6 ,  9 3 - 1 0 12 0

( 1 9 9 9 ) .2 1

1 1 ) G o l d a r  M M ,  N i s h i e  T ,  I s h i k u r a  Y,  F u k u d a  T,  T a k e g a w a  K2 2

a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  6 9 ,2 3

1 4 2 2 - 6  ( 2 0 0 5 ) .2 4

1 2 ) G o l d a r  M M ,  J e o n g  H T,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H  a n d2 5

K a w a m u k a i  M ,  C u r r.  G e n e t . ,  4 8 ,  3 4 5 - 5 5  ( 2 0 0 5 ) .2 6

1 3 ) Ya k u r a  M ,  I s h i k u r a  Y,  A d a c h i  Y  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i2 7

B i o t e c h n o l  B i o c h e m ,  7 0 ,  1 7 4 0 - 9  ( 2 0 0 6 ) .2 8
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1 4 ) P a u l  S K ,  G o l d a r  M M ,  Ya k u r a  M ,  O O WATA R I  Y  a n d1

K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i  B i o t e c h n o l  B i o c h e m ,  i n  p r e s s .2

1 5 ) H i g u c h i  T ,  Wa t a n a b e  Y  a n d  Ya m a m o t o  M ,  M o l  C e l l  B i o l ,3

2 2 ,  1 - 1 1  ( 2 0 0 2 ) .4

1 6 ) Wa n g  Y,  X u  H P,  R i g g s  M ,  R o d g e r s  L  a n d  W i g l e r  M ,  M o l .5

C e l l .  B i o l . ,  11 ,  3 5 5 4 - 3 5 6 3  ( 1 9 9 1 ) .6

1 7 ) T u  H ,  B a r r  M ,  D o n g  D L  a n d  W i g l e r  M ,  M o l .  C e l l .  B i o l . ,  1 7 ,7

5 8 7 6 - 8 7  ( 1 9 9 7 ) .8

1 8 ) O z o e  F,  K u r o k a w a  R ,  K o b a y a s h i  Y,  J e o n g  H T,  T a n a k a  K ,9

S e n  K ,  N a k a g a w a  T,  M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  M o l .1 0

C e l l .  B i o l . ,  2 2 ,  7 1 0 5 - 1 9  ( 2 0 0 2 ) .1 1

1 9 ) T o d a  T,  S h i m a n u k i  M  a n d  Ya n a g i d a  M ,  G e n e s  D e v. ,  5 ,1 2

6 0 - 7 3  ( 1 9 9 1 ) .1 3

2 0 ) Ya m a m o t o  T G ,  C h i k a s h i g e  Y,  O z o e  F,  K a w a m u k a i  M  a n d1 4

H i r a o k a  Y,  J .  C e l l  S c i . ,  11 7 ,  3 8 7 5 - 8 6  ( 2 0 0 4 ) .1 5

2 1 ) K a t a y a m a  S ,  O z o e  F,  K u r o k a w a  R ,  T a n a k a  K ,  N a k a g a w a  T,1 6

M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .1 7

B i o c h e m . ,  6 0 ,  9 9 4 - 9 9 9  ( 1 9 9 6 ) .1 8

2 2 ) J e o n g  H T,  O o w a t a r i  Y,  A b e  M ,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H  a n d1 9

K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  6 8 ,  1 6 2 1 -2 0

6  ( 2 0 0 4 ) .2 1

2 3 ) J e o n g  H T,  O z o e  F,  T a n a k a  K ,  N a k a g a w a  T,  M a t s u d a  H  a n d2 2

K a w a m u k a i  M ,  G e n e t i c s ,  1 6 7 ,  7 7 - 9 1  ( 2 0 0 4 ) .2 3

2 4 ) T a n a b e  K ,  I t o  N ,  Wa k u r i  T ,  O z o e  F,  U m e d a  M ,  K a t a y a m a  S ,2 4

T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  E u k a r y o t .  C e l l ,2 5

2 ,  1 2 7 4 - 1 2 8 7  ( 2 0 0 3 ) .2 6

2 5 ) T a n a b e  K ,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .2 7

B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  6 8 ,  2 6 6 - 2 7 0  ( 2 0 0 4 ) .2 8



20

2 6 ) Ya k u r a  M ,  O z o e  F,  I s h i d a  H ,  N a k a g a w a  T,  T a n a k a  K ,1

M a t s u d a  H  a n d  K a w a m u k a i  M ,  G e n e t i c s ,  1 7 2 ,  8 1 1 - 2 52

( 2 0 0 6 ) .3

2 7 ) Ya n g  P,  D u  H ,  H o f f m a n  C S  a n d  M a r c u s  S ,  M o l  G e n e t4

G e n o m i c s ,  2 6 9 ,  1 1 6 - 1 2 5  ( 2 0 0 3 ) .5

2 8 ) M a t s u o  Y,  M c I n n i s  B  a n d  M a r c u s  S ,  E u k a r y o t  C e l l ,  7 ,6

1 4 5 0 - 1 4 5 9  ( 2 0 0 8 ) .7

2 9 ) F o r d  J C ,  a l - K h o d a i r y  F,  F o t o u  E ,  S h e l d r i c k  K S ,  G r i f f i t h s8

D J  a n d  C a r r  A M ,  S c i e n c e ,  2 6 5 ,  5 3 3 - 5  ( 1 9 9 4 ) .9

3 0 ) A n d o h  T,  K a t o  T,  J r . ,  M a t s u i  Y  a n d  T o h - e  A ,  M o l .  G e n .1 0

G e n e t . ,  2 5 8 ,  1 3 9 - 4 7  ( 1 9 9 8 ) .1 1

3 1 ) v a n  H e u s d e n  G P  a n d  S t e e n s m a  H Y,  Ye a s t ,  2 3 ,  1 5 9 - 7 11 2

( 2 0 0 6 ) .1 3

3 2 ) O b a r a - I s h i h a r a  T  a n d  O k a y a m a  H ,  E m b o  J ,  1 3 ,  1 8 6 3 - 7 21 4

( 1 9 9 4 ) .1 5

3 3 ) L o p e z - G i r o n a  A ,  F u r n a r i  B ,  M o n d e s e r t  O  a n d  R u s s e l l  P,1 6

N a t u r e ,  3 9 7 ,  1 7 2 - 5  ( 1 9 9 9 ) .1 7

3 4 ) M i s h r a  M ,  K a r a g i a n n i s  J ,  S e v u g a n  M ,  S i n g h  P  a n d1 8

B a l a s u b r a m a n i a n  M K ,  C u r r.  B i o l . ,  1 5 ,  1 3 7 6 - 8 3  ( 2 0 0 5 ) .1 9

3 5 ) D u n a w a y  S ,  L i u  H Y  a n d  Wa l w o r t h  N C ,  J .  C e l l  S c i . ,  11 8 ,2 0

3 9 - 5 0  ( 2 0 0 5 ) .2 1

3 6 ) K i t a m u r a  K ,  K a t a y a m a  S ,  D h u t  S ,  S a t o  M ,  Wa t a n a b e  Y,2 2

Ya m a m o t o  M  a n d  T o d a  T,  D e v.  C e l l ,  1 ,  3 8 9 - 3 9 9  ( 2 0 0 1 ) .2 3

3 7 ) K a k i u c h i  K ,  Ya m a u c h i  Y,  T a o k a  M ,  I w a g o  M ,  F u j i t a  T ,  I t o2 4

T,  S o n g  S Y,  S a k a i  A ,  I s o b e  T  a n d  I c h i m u r a  T,2 5

B i o c h e m i s t r y ,  4 6 ,  7 7 8 1 - 9 2  ( 2 0 0 7 ) .2 6

3 8 ) S h y u  A B ,  W i l k i n s o n  M F  a n d  v a n  H o o f  A ,  E M B O  J ,  2 7 ,2 7

4 7 1 - 8 1  ( 2 0 0 8 ) .2 8
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1

2

3

4

5

6

T a b l e  17
S t r a i n G e n o t y p e S o u r c e
L 9 7 2 h - L a b .  s t o c k

S P 6 6 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2 L a b .  s t o c k

S P 8 7 0 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8 5 )

K T 3 4 h -  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8     2 1 )

H S 4 1 2 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8 ,  s a m 1 2 1 )

H S 4 1 4 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  u r a 4 - D 1 8 ,  s a m 2 2 1 )

H S 4 1 6 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  u r a 4 - D 1 8 ,  s a m 3 2 1 )

H S 4 1 8 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8 ,  s a m 4 2 1 )

H S 4 2 0 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8 ,  s a m 5 2 1 )

H S 4 2 2 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  s a m 6 2 1 )

H S 4 2 4 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  s a m 7 2 1 )

H S 4 2 8 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  u r a 4 - D 1 8  s a m 8 2 1 )

H S 4 3 0 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 6  u r a 4 - D 1 8  s a m 9 2 1 )

r 2 4 . d h -  a d e 6 - M 7 0 4  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : u r a 4     2 9 )

r 2 5 . d h -  a d e 6 - M 7 0 4  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 5 : : u r a 4     2 9 )

S P 2 4 U 1 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : u r a 4 1 8 )

S P 2 5 U 1 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 5 : : u r a 4 1 8 )

T M S 1 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : k a n M X 6 t h i s  s t u d y

T M S 2 h -  a d e 6 - M 2 1 0  l e u 1 - 3 2  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : k a n M X 6 t h i s  s t u d y

T M S 3 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : k a n M X 6  l e u 1 -
3 2 : : l e u 1 : r a d 2 4

t h i s  s t u d y

T M S 4 h 9 0  a d e 6 - M 2 1 0  u r a 4 - D 1 8  r a d 2 4 : : k a n M X 6  l e u 1 -
3 2 : : l e u 1 : r a d 2 4 ( C 6 1 5 T )

t h i s  s t u d y

8

 9

1 0

1 1

1 2

1 3

1 4
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1

2

3

T a b l e  2  　  p r i m e r s4
P r i m e r  n a m e S e q u e n c e  ( 5 ’  t o  3 ’ )

R a d 2 5 F - N o t I T A G C G G C C G C A T G A G T A A T T C T C G T G

R a d 2 5 R - N o t I T A G C G G C C G C A A G C T T T A A C A G T G T C A

r a d 2 4 O R F - F A C C T T T C C A G T G C C A A C C A C

r a d 2 4 O R F - R G G C A T C A A T C A T G A G C A A C G

r a d 2 4 F - S a l I T A T G T C G A C A C A C C T G G T G G C A T A G C A G A C

r a d 2 4 R - N o t I C T G G C G G C C G C A C A G C A G C T A C C A A A T A C A C A C

r a d 2 4 - d 1 T T T G C A C G T G T T C A G G C A C C

r a d 2 4 - d 2 T C G A C C T G C A G C G T A C G A T T G G C A C T G G A A A G G T T G C G

r a d 2 4 - d 3 T A A A C G A G C T C G A A T T C A T C G A T A G C T C G T T G C T C A T G A T T G A T G C C

r a d 2 4 - d 4 A G T G G T A C A T C G G T C G T A T G C

r a d 2 4  P - 1 G G A A C G T G T C G C A A A A T T G

r a d 2 4  P - 2 C T T C C G C C G A T A G A A C C T T G

r a d 2 4  P - 3 T C T C C G A G T T G G A C A G C C T T T C

r a d 2 4  P - 4 A G G G T C A A C C G A C T T T C T C G

r a d 2 4  P - 5 T A C A T C A T G C T G C G C A T C T C

r a d 2 4  P - 6 A G A A A A C C T T G G A T T C G G C A G

r a d 2 5  P - 1 T G G G A A A A T C G T A T T G A C C A G

r a d 2 5  P - 2 G G C C A T T T C A G A G C T C G A T A G T C

r a d 2 5  P - 3 T C C C A C A T A C A G T A G C A A A C T G C

r a d 2 5  P - 4 C A A T C A A G T T G C C C A C A A C G

r a d 2 5  P - 5 C T T G T C G A G T G T T G C C C C T A C

r a d 2 5  P - 6 T C A G G A G T A A C A C G A A A C A C C G

p F A 6 a - c o m 5 T C G T A C G C T G C A G G T C G A

p F A 6 a - c o m 6 A T C G A T G A A T T C G A G C T C G T T T A

a c t 1 - F

a c t 1 - R

G G C A T C A C A C T T T C T A C A A C G

G A G T C C A A G A C G A T A C C A G T G

n m t 1 - F C C G G A T A A T G G A C C T G T T A A

n m t 1 - R G A A T G G G C T T C C A T A G T T T G

N b 2 G T T T A A A C G A G C T C G A A T T C A T C G A T

5



Fig.1

sam1 sam2 sam3 sam4 sam5

sam6 sam7 sam8 sam9 Wild Type

24.6% 11.5% 27.6% 29.2% 33.8%

51.2% 15.8% 33.1% 24.3% 0.7%
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Fig.6

rad24dmc1

exon1 exon2

atcgagcaaaaggaggagagcaaaggcaatactgctcaagttgaattaattaaggaatatcg
atcgagtaaaaggaggagagcaaaggcaatactgctcaagttgaattaattaaggaatatcg

1220bp

W.T.  -
sam4 -

609 670

615 CAA>Gln

TAA>Stop

+1

1 kb

-937

+2065

5’ 3’

P-1 P-5

P-2

P-3

P-4P-6
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