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Resumen

Kluyveromices lactis es una levadura con caracteristicas fisiologicas y metabolicas importantes. La via de
respuesta a estrés hiperosmotico hasta ahora descrita en S. cerevisiae (también conocida como via de HOG)
cuenta con dos ramas sensibles a estimulos de alta osmolaridad, denominadas SLN1 y SHO. La rama SLN
consiste en un sistema de fosforelevo, compuesto por una cinasa de histidina de membrana Slnlp, una
proteina transferidora de fosfatos Ypdlp y el regulador de respuesta Ssklp. Este sistema se encuentra activo
en condiciones normales, previniendo la activacion del modulo de MAP cinasas rio abajo en la cascada de
senalizacion. En condiciones de estrés hiperosmotico el sistema de fosforelevo se apaga, fendmeno que
activa a las MAP cinasas Ssk2p/Ssk22 que a su vez fosforilan a la MAP cinasa cinasa Pbs2p y ésta a Hoglp,
la cual se dirige al ntcleo y controla la respuesta transcripcional necesaria para la osmoadaptacion de la
célula.

Contrario al efecto observado en S. cerevisiae y otros hongos estudiados, donde la mutacién nula de los
genes SLNI o YPDI resulta en una activacion continua de Ssklp y un fenotipo letal, en K. lactis las
mutantes As/nl y Aypdl son viables y muestran una moderada sensibilidad en medios de hiperosmoticos.
Ademas, mutantes en ambas levaduras son sensibles a tunicamicina y otros agentes causantes de estrés de
reticulo endoplasmico.

Para determinar si Ssklp de K. lactis (KISsklp) es un homologo funcional del regulador de respuesta de S.
cerevisiae (ScSsklp), se hicieron una serie de mutantes en S. cerevisiae, evaluando el efecto de la expresion
en condiciones hiperosmoticas de dos versiones de la proteina de K. /actis: una version silvestre, KISskl y
una mutante no fosforilable, KISsk1DA.

Partiendo de una coleccion de mutantes nulas en un solo gen de S. cerevisiae, se realizaron las mutantes
AsskIAstell, Assk2Assk22, AsskIAssk2Assk22 y AsskiAssk2Assk22Astel] mediante apareamientos y
seleccion de esporas segregantes asi como por reemplazo de genes por recombinaciéon homoéloga. El alelo
silvestre STE11 que codifica la MAP3 cinasa de la rama de SHO fue reemplazado para inactivar esta rama
también y poder observar fenotipos de crecimiento significativos en medios hiperosmoticos.

La expresion de KISskl1 se evalud primero con un plasmido de expresion multicopia y posteriormente, tanto

Kl1Ssk1 como la mutante KISsk1DA en un pldsmido unicopia bajo el control de un promotor constitutivo.



Las mutantes de S. cerevisiae AsskiAstel y AsskiAssk2Assk22Astell son altamente sensibles a estrés
hiperosmético, como se observa en pruebas de crecimiento en goteo sobre medios adicionados con KCI o
sorbitol. Se determind que la expresion de KISskl1DA no causa un fenotipo letal y el defecto de
osmosensibilidad en el fondo Assk/Astell es complementado tanto por KISsk1, como por KISsk1DA. Dicha
complementacion se pierde en cepas que no expresan ScSsk2/22p. De acuerdo a los ensayos de
inmunodeteccion realizados, las cepas mutantes expresando KlSsk1l o KISsk1DA tienen bajo condiciones
hiperosmoticas la forma fosforilada (y por tanto, activa) de ScHoglp.

Por otra parte, se evalu6 la sensibilidad de las mutantes a tunicamicina, un inhibidor de N-glicosilacion
proteica, encontrando que las mutantes Assk2 y Assk22 (genes considerados redundantes) muestran una
diferente sensibilidad a dicho agente y que la mutante Assk/Assk2Assk22 es tan sensible como la cepa Assk!.
No se advierte una complementacion del fenotipo de sensibilidad a tunicamicina en cepas expresando
KlISssk1 o KISsk1DA.

En conclusion, el regulador de respuesta Ssklp de K. /actis complementa los defectos de osmosensibilidad
causados por la ausencia de SSK/ en S. cerevisiae. La version no fosforilable de KISsk1 no sobreactiva la via
de HOG y complementa también la mutacién nula de ScSsklp bajo condiciones de estrés hiperosmético.
Ademas, ScSsklp y ScSsk2p mas no ScSsk2p, participan en la respuesta al inhibidor de N-glicosilacion

tunicamicina.



Introduccion

Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces lactis es un ascomiceto con caracteristicas metabolicas y fisiologicas importantes. Es una
levadura gemante con un ciclo de vida semejante a la levadura Saccharomyces cerevisiae, teniendo un ciclo
vegetativo y uno sexual.

Comenzo6 a estudiarse a principios de 1960 con gran interés debido a sus propiedades con aplicacion
biotecnolédgica. K. lactis es un aerobio obligado y puede usar una amplia gama de fuentes de carbono en
comparacion con otras levaduras'. Se ha adaptado utilizar como fuente de carbono la lactosa (O-B-d-
galactopiranosil-(1-4)-8-d-glucosa) y es por ello que la mayoria de los estudios en esta especie se concentran
en el metabolismo de azucares. En la industria biotecnoldgica, se emplea en la expresion heterdloga de
proteinas de alto peso molecular, es decir, la incorporacion en este organismo de DNA o RNA mensajero
codificante para una proteina que normalmente no se produce en dicho organismo. También se ha utilizado,
junto con otras especies del género, para la degradacion de lactosa y otros procesos en la industria de
productos lacteos.

Se conocen dos tipos sexuales, el tipo “a” y el tipo “alfa” aunque a diferencia de especies como S. cerevisiae,
las células diploides entran espontaneamente en fase meiotica y esporulacion.

Su genoma fue secuenciado y publicado en 2004 * junto con otras cuatro levaduras. Tiene un genoma de 10.6
Mb compuesto por seis cromosomas de entre 1 a 3 Mb. La redundancia de genes en este organismo suele ser
mas baja que la de S. cerevisiae, esto debido posiblemente a que divergio antes de la duplicacion genética
que sufrio6 el grupo de las Saccharomyces. Las levaduras utilizadas para su analisis genomico en el estudio
mencionado fueron seleccionadas debido a la distancia evolutiva que se suponia entre ellas y a las distintas
condiciones ambientales en las que se encuentran. Esto ha generado una gran diversidad entre ellas. Por
ejemplo, comparando la divergencia promedio de todos las proteinas en los ascomicetos en referencia a S.
cerevisiae, existe entre los ascomicetos una diversidad evolutiva similar a la que hay entre peces y
humanos™*,

K. lactis tiene caracteristicas gendmicas en comun con otras levaduras como regiones intergénicas cortas,
pocos casos de transferencia horizontal y un reducido niimero de intrones 6 transposones. A pesar de ello,
tiene caracteristicas fisiologicas distintas y un nicho ecoldgico particular que hacen de interés el estudio de la

percepcion y respuesta a estimulos ambientales en este organismo.



Sistemas de respuesta a estrés

Todo organismo necesita mecanismos para responder y adaptarse a los constantes cambios ambientales a los
que esta expuesto. Para ello, necesita censar estimulos de diversos tipos y reaccionar ante ellos, ya sea en un
contexto unicelular para asegurar la sobrevivencia de la célula o en uno multicelular como parte de un
sistema bioldgico en coordinacion. En este caso, la comunicacion intercelular también es indispensable para
la supervivencia.

Existen condiciones ambientales que desencadenan un conjunto de respuestas celulares comunes. Asi mismo,
se conocen estimulos concretos que, si bien en contextos naturales no siempre se presentan de forma aislada,
encienden vias de sefializacion especificas en la célula. Es asi que se conocen vias como las de respuesta a
feromonas, a estrés de reticulo endoplédsmico, estrés osmotico, crecimiento filamentoso, etc. Muchos de estos
sistemas de transduccion de sefiales han sido descritos en levaduras y se conservan a lo largo de ramas
filogenéticas eucariontes teniendo componentes equivalentes en mamiferos. De manera general, estan
compuestos por una o varias proteinas que detectan el estimulo (pudiendo ser a nivel extracelular, de
membrana o intracelular) y lo convierten en sefales intracelulares que provocan un cambio en el
comportamiento de la célula, principalmente alterando la expresion génica. Las sefiales intracelulares son
transmitidas por proteinas con distintas actividades que dirigen y modulan la respuesta. La fosforilacion de
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proteinas es un mecanismo general para propagar estimulos y generar respuestas celulares”.

Transduccion de sefiales moduladas por MAPKSs

En eucariontes gran parte de las vias de transduccion de sefiales estdn formadas por modulos de proteinas
secuencialmente activadas, dentro de las cuales estan las llamadas MAP cinasas (“mitogen activated
proteins”, por sus siglas en inglés o MAPK’s). Bajo ciertos estimulos de proteinas rio arriba de la cascada,
proteinas MAPKKK con actividad de cinasas de serina/treonina se activan y fosforilan a una MAP cinasa
cinasa (MAPKK). Esta a su vez fosforila a una MAP cinasa (MAPK) en un residuo de treonina (a veces
serina) y uno de tirosina que estan localizados adyacentemente y separados por un aminoacido cualquiera
(Thr/Ser-X-Tyr), como se esquematiza en la Figura 1. La MAP cinasa activada por la adicion de los dos
grupos fosfato, es capaz de trasladarse al ntcleo para activar proteinas blanco como factores de transcripcion
y formar parte de complejos activadores o represores de transcripcion®. Ademas, las MAPKs también pueden

regular la expresion génica a nivel post-transcripcional y tener importantes funciones post-traduccionales.



En S. cerevisiae se conocen cinco MAPK que contienen el motivo cldsico de fosforilacion en el asa de
activacion’; de estas Fus3p funciona durante la respuesta a feromonas y apareamiento; Ksslp regula el
crecimiento filamentoso provocado por la falta de fuentes de nitrogeno en el medio y Hoglp participa en la
respuesta a estrés osmotico. Esta tltima cinasa es homodloga a p38 de mamiferos, donde tiene un papel
importante en la respuesta inflamatoria y a varios tipos de estrés.

Uno de los modelos para explicar la especificidad de respuesta ante distintos estimulos utilizando y
compartiendo un niimero limitado de elementos celulares, es mediante el uso de proteinas de andamiaje. En
levadura, se han identificado 18 proteinas de este tipo. Cuentan con dominios de interaccion a través de los
cuales se unen mas componentes de una via particular, formando complejos temporal y espacialmente
definidos. De esta manera, es probable que aumente la concentracion local de componentes clave y con ello

la velocidad de reaccién entre moléculas especificas’.
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Respuesta

Figura 1 Representacion de las cascadas de fosforilacion en los modulos de
MAP cinasas (Adaptado de Kawasaki, et al.”).

Ante un estimulo extracelular, la MAPKKK es blanco de fosforlilacion (®)
en los residuos indicados por uno o mas elementos que perciban el estimulo.
Esta actia entonces sobre la serina o treonina de una MAPKK, que a su vez
fosforila a una MAPK en los residuos treonina y tirosina para continuar
transmitiendo la sefial.
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Estrés osmotico

La presion osmotica es generada por diferencias de concentracion de osmolitos entre el exterior e interior de
una membrana permeable. El cambio en el volumen celular causado por el flujo de agua en condiciones hipo
o hiperosméticas altera la concentracion de biomoléculas y iones en el interior de la célula. Esto a su vez
modifica las interacciones entre moléculas, comprometiendo la estabilidad de las proteinas y su actividad
enzimatica, pudiendo ser letal para las células si no se restablece el equilibrio osmético.

La forma en la que las células eucariontes contienden contra este tipo de estrés es produciendo solutos
compatibles como glicerol o trealosa, controlando canales de flujo de glicerol en la membrana y
transportadores de iones como el de sodio®.

En levaduras, esta respuesta estd controlada por la via de HOG (“High Osmolarity Glicerol”). Es una via con
componentes homologos otros eucariontes como mamiferos, aunque las funciones especificas entre sus
componentes varian. El sistema de respuesta de HOG esta compuesto de dos vias sensoras que confluyen en
un modulo de MAPKs hasta activar a Hoglp, la cinasa que al fosforilarse se desplaza al nucleo regulando
diversos factores de transcripcion.

Hoglp de S. cerevisiae se detecta en su forma activa a pocos minutos de enfrentar a las células a un choque
hiperosmético y la concentracion mas alta de glicerol intracelular, producido como resultado de la actividad
de Hoglp, se observa alrededor de los 20 minutos después del estimulo’.

Los factores transcripcionales Skolp, Hotlp, Msnlp, Msn2p, Msn4p y Sgdlp dependen de la cinasa Hoglp
fosforilada. Son proteinas que pertenecen a familias estructurales distintas y tienen funciones tanto
activadoras como represoras, probablemente por ello el mecanismo de control por Hoglp difiere entre cada
caso'’. Dos ejemplos de ello son Skolp y Hotlp. Skolp es un represor en condiciones iso osmoéticas de genes
como el de la fosfatasa PTP3, que regula negativamente la via desactivando a Hoglp. Durante la respuesta
osmoadaptativa Hoglp se asocia a Skolp, esta ultima se fosforila y convierte entonces en activador de la
transcripcion de PTP3'". Hotlp, es un activador que recluta a Hoglp a los promotores de genes relacionados
con la sintesis e internamiento de glicerol, como la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GDP1I).

Mediante varios estudios de transcripcion global se sabe que alrededor de 200-400 genes son activados bajo
condiciones hiperosmoticas en S. cerevisiae, y entre 200 y 250 son reprimidos®. Son pocos los genes
identificados que se regulan exclusivamente por la activacion de la via de HOG pues su expresion cambia
también bajo otros tipos de estrés. A este fendmeno se le conoce como la respuesta general a estrés y se cree
que sea un mecanismo con el cudl las levaduras estén preparadas para mas de una condicion ambiental

potencialmente dafiina.
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Arquitectura de la via de HOG

Hiperosmosis

B
'\

2
Q
Ste20
1
6
p® Ssk2/22

Respuesta osmoadaptativa

Figura 2 Via de HOG

Representacion de proteinas de la via de HOG en S. cerevisiae en condiciones normales (A) donde se representan las reacciones de
fosfotransferencia, y en condiciones de alta osmolaridad (B) donde se representa la activacion por fosforilacion del modulo de
MAP cinasas. En rojo se representan componentes del sistema de fosforelevo, en morado el moédulo de MAP cinasas y en amarillo
y verde componentes de la via de SHO.

Como se menciond antes, la via de HOG cuenta con dos ramas de proteinas transductoras de la sefial,
denominadas SHO!1 y SLNI1, que confluyen en un médulo de MAP cinasas compuesto por la MAPKK Pbs2p
y la MAPK Hoglp.

Si bien el mecanismo por el que se detectan los cambios de osmolaridad en el medio no esta claramente
determinado, se han identificado proteinas transmembranales que participan en esta respuesta mediante
mutaciones nulas de estos componentes, las cuales provocan una disminucioén del crecimiento de cultivos
(fenémeno rutinariamente denominado como sensibilidad) en medios hiperosméticos. Dentro de la rama de
SHO se encuentran Sholp, y las mucinas transmembranales Opy2p y Msb2p'? '°, como se representa en la
Figura 2 . De acuerdo al modelo de activacion para esta rama es necesaria la formacion de un complejo en
donde ocurren las siguientes interacciones; Pbs2p, que es una proteina de andamiaje ademas de contar con
actividad de cinasa, es reclutada a la membrana mediante Sholp. Cdc42p se requiere para reclutar y activar a
la proteina tipo PAK Ste20p y al substrato de ésta, la MAPKKK Stellp. La interaccion de Ste20p activa con
Stellp es facilitada por la proteina de andamiaje Ste50p quien tiene dominios de unidn heterotipicos con los
que se une, por un lado a Ste20p (dominios tipo SAM) y por otro con Cdc42p (dominios tipo RA). Una vez
activada, Stellp fosforila a Pbs2p y ésta a Hoglp. Hoglp fosforilada se dirige al nucleo, donde interactia
con los factores transcripcionales anteriormente mencionados para promover la expresion de genes blanco.
De esta manera se expresan enzimas productoras de glicerol, se transporta glicerol al interior de la célula y se

cierran canales de salida para el mismo.
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La mayoria de los componentes de esta rama como Sholp, Opy2p, Stellp, Ste50p y Cdc24p, juegan también
un papel en las vias de apareamiento entre levaduras o de crecimiento filamentoso.

La rama de SLN1 descrita en S. cerevisiae esta compuesta por un sistema de fosfotransferencia o fosforelevo
en el cual las proteinas Slnlp, Ypdlp y Ssklp, se fosforilan secuencialmente. Este sistema estd conectado a
Pbs2p mediante las MAPKKK redundantes Ssk2p y Ssk22p (Figura 2).

Aunque las ramas SLN1 y SHOI son redundantes en cuanto al uso de los componentes Pbs2p y Hoglp en el
proceso de osmoadaptacion, responden de manera distinta a la intensidad del estimulo, siendo la rama SLN1
mas importante como inductora de genes dependientes de Hoglp a niveles moderados de estrés
hiperosmético y la rama de SHO1 a concentraciones mayores de osmolitos como KCI o sorbitol'*. Lo

anterior sugiere el uso de distintos mecanismos sensores.

Sistema de fosforelevo

Los sistemas de fosforelevo, también llamados de dos componentes, han sido ampliamente estudiados en
bacterias y fue la serie Slnlp-Ypdlp-Ssklp de S. cerevisiae la primera descrita en eucariontes. Hasta ahora
se han identificado sistemas de fosforelevo en otras levaduras, mohos mucilaginosos y plantas, mas no en
organismos animales. En K. /actis s6lo se ha estudiado este sistema dentro de nuestro grupo de investigacion.
En general, estos sistemas se caracterizan por tener proteinas cinasas de histidina (HK) y reguladores de
respuesta (RR) con los que las células responden a estimulos externos como alta osmolaridad, reguladores de
crecimiento, quimio-atrayentes y radiacion ultravioleta, entre otros. Las cinasas de histidina poseen dos
dominios conservados: a) el de dimerizacion, que contiene un residuo histidina fosforilable y b) el sitio
catalitico o de unién a ATP. Cada HK tiene dominios variables en el extremo amino segun el estimulo al que
respondan"’. Ante un estimulo determinado, un monémero de HK se dimeriza con otro y auto-transfosforila
el residuo conservado de histidina. Algunas HKs tienen también actividad de fosfatasa sobre el regulador de
respuesta que activen.

Los reguladores de respuesta catalizan la transferencia del fosfato de la fosfo-histidina en las HK hacia un
residuo de acido aspdrtico en su propia cadena. La fosforilacion de ese acido aspartico en los reguladores de
respuesta controla a manera de interruptor su funcion efectora, que puede consistir en regulacion directa de
procesos transcripcionales o en la activacion de otros elementos rio abajo en cascadas de sefnalizacion. Ya
que los dominios HK y RR funcionan modularmente, existen multiples estructuras de los sistemas de
fosforelevo donde varia la disposicion de los dominios dentro de una proteina o entre los componentes de la
via. La mayoria de las cinasas de histidina eucariontes cuentan con su propio dominio regulador de
respuesta, llamadas en este caso cinasas de histidina hibridas (Robinson, 2000). Ademas, existen dominios
que unicamente transfieren fosfato (llamados HPt). Con ellos se aumentan los pasos de fosforilacion o
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“numero de relevos” en un sistema; de una secuencia de transferencias tipo His—Asp convencional, a una
forma His—Asp—His—Asp. Los dominios HPt tienen una histidina conservada, distinta a aquella en los
dominios de dimerizacidn, y pueden ser parte de las cinasas de histidina o ser proteinas independientes. En el
caso del sistema osmosensor Slnlp-Ypdp-Ssklp de S. cerevisiae, Slnlp es la cinasa de histidina que se
autofosforila en el residuo His576. El fosfato se transfiere luego al residuo Asp1144 en el dominio regulador
de la misma’. Después Ypdlp, mediante el dominio Hpt, recibe el fosfato en la histidina His64 y lo transfiere
a Ssklp en el sito Asp554. En condiciones normales, Slnl se encuentra constitutivamente fosforilada,
transfiriendo fosfatos a Ypdlp la cual a su vez fosforila a Ssklp (Figura 2, panel izquierdo). La version
fosforilada de Ssklp inhibe a las MAPKKKSs Ssk2p y Ssk22p, bloqueando asi la activacion de Pbs2p y
Hoglp. En respuesta al estrés el sistema se reprime rapidamente, resultando en la activacion de Ssk2p y
Ssk22p, lo que activa a Pbs2 y Hoglp (Figura 2, panel derecho). Aunque el sistema de fosforelevo se utiliza
en numerosas especies de hongos para responder a estimulos ambientales y estrés de diversos tipos, el
mecanismo por el que lo hacen difiere entre los casos descritos'®.

Los reguladores de respuesta pueden ser blanco de multiples cinasas de histidina, pero en S. cerevisiae la
unica cinasa sensora es Slnlp. Tampoco se tiene identificada otra proteina transferidora de fosfatos como
Ypdlp. Siguiendo con la diversidad de sistemas de fosforelevo, hay HKs que transfieren grupos fosfato a
mas de un regulador de respuesta, por ejemplo en la cinasa de quimiotaxis bacteriana CheA, que fosforila a
los reguladores CheY y CheB'”.

En el caso de S. cerevisiae, la proteina de choque térmico Skn7p estd involucrada en procesos como el
mantenimiento de la integridad de pared celular, ciclo celular y respuesta a estrés oxidativo. Se ha observado

que recibe fosfatos mediante Slnlp y Ypdlp, aunque es dispensable para la respuesta a estrés oxidativo'®.
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Participacion de la via de HOG en la respuesta a agentes que inhiben la glicosilacion de
proteinas.

La via de HOG tiene otras funciones ademas de conferir osmotolerancia. Se requiere para la adaptacion de
S. cerevisiae a choques de alta y baja temperatura asi como a medios con acido citrico. Asi mismo, estad
involucrada en el mantenimiento de la pared celular'’.

Hoglp y Pbs2p son importantes para tolerar agentes como tunicamicina o los reductores B-mercaptoetanol *°
y dithiothreitol*'. Estos compuestos se utilizan rutinariamente para generar estrés de reticulo endoplasmico.
La tunicamicina es un agente natural que inhibe la N-glicosilacion en eucariontes bloqueando
especificamente a la enzima N-acetil glucosamina fosfotransferasa (GPT)*. La interrupcion del proceso de
glicosilacion provoca un mal plegamiento de proteinas, generando una sobrecarga de estas en el reticulo
endopldsmico. Las cepas silvestres de S. cerevisiae y K. lactis responden a este estrés activando la via de
respuesta a proteinas desdobladas (UPR, por sus siglas en inglés). Esta via es una forma en células
eucariontes de ajustar la capacidad de plegamiento de las proteinas residentes o sintetizadas en el reticulo
endopladsmico. La UPR es una respuesta fisiologica conservada que involucra la senalizacion desde el RE
para que, en principio, la célula regrese a un estado homeostatico mediante a) la expresion de genes que
aumentan la capacidad de plegamiento de proteinas en el RE y de b) genes para la degradacion asociada a RE
(ERAD)>. Dentro de la primera categoria se encuentran genes codificantes para chaperonas de familias
como HSP70 y HSP90. Se le llama degradacion asociada a RE a la eventual “retrotranslocacion” de las
proteinas mal plegadas al citoplasma donde son ubiquitiandas y posteriormente degradadas por el
proteasoma. Si la sobrecarga de proteinas desdobladas no se resuelve se activan procesos pro-apoptdticos
mediante componentes de la UPR. Los elementos principales que componen esta via son Irelp, Bip y Haclp
(Figura 3). En levaduras, Irelp (“inositol requiring kinase 1) detecta cambios en las condiciones de
plegamiento dentro del lumen del RE. Es una proteina integral de la membrana del reticulo, teniendo una
porcioén dentro de su lumen y otra en el citosol. La chaperona de RE Bip se une a esta proteina en
condiciones normales y previene su activacion. Aunque hay varias hipdtesis sobre el mecanismo molecular
por el cudl Irelp se activa ante el aumento de proteinas desdobladas, se sabe que al hacerlo es capaz de
formar homodimeros y trans-autofosforilarse. Con ello, se activa el dominio de endoribonucleasa que
contiene y que es capaz de procesar, independiente de la maquinaria convencional de splicing, a un intrén del
RNA mensajero de Haclp, que de esa forma codifica para un activador transcripcional especifico y necesario
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Figura 3 Via de respuesta a proteinas desdobladas en S. cerevisiae

Ante la acumulacion de proteinas desdobladas en el lumen del RE, Irelp
(Inositol-requiring protein-1) se oligomeriza en la membrana del reticulo. La
trans- autofosforilacion en su dominio citosolico de cinasa aumenta la afinidad
por nucledtidos, con lo que se activa alostéricamente su actividad de
endoribonucleasa. Irelp media el corte de un pequefio intrén en el mensajero
Hac. Los fragmentos del mensajeros son unidos por una ligasa. Con ello, cambia
también el marco de lectura. El mensajero de Hac procesado codifica para un
activador transcripcional (Hac), mientras que el mensajero no procesado codifica
para un inhibidor de la respuesta (Haci, ) Adaptado de  Ron, 2007**.

Se ha observado que la actividad cinasa de Hoglp y su localizacion en citoplasma (a diferencia de la
actividad nuclear en la respuesta a estrés osmoético) es necesaria para conferir resistencia a la toxicidad de la
tunicamicina, pero parece hacerlo por un mecanismo independiente de los elementos de sefializacion usados
en la via UPR™. Mutantes Ahog, Apbs y AsskI son sensibles a tunicamicina comparadas con la cepa silvestre
mientras que una mutante Askol no lo es, sugiriendo que s6lo una rama de la via de HOG est4 involucrada en
el fenotipo de resistencia observado. Se desconoce el mecanismo por el que estas proteinas u otras de la via

pudieran participar en la resistencia a tunicamicina.
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Antecedentes

Respuesta a estrés osmotico en K. lactis

En el grupo de investigacion, se hizo una busqueda mediante BLAST de genes codificantes para los
elementos de ambas ramas de la via de HOG de K. lactis. En las secuencias correspondientes a SLN1, YPD1
y SSK1 se encuentran conservados los sitios necesarios para la reaccion de fosfotransferencia. Se generaron
mutantes para estos y otros componentes de la via. Entre los fenotipos destacados, se encontr6 que las
mutantes nulas s/n/ y ypdl son viables y ligeramente osmosensibles, cuando en la via canoénica descrita en S.
cerevisiae dichas mutantes son letales debido a una sobre-activacion de Hoglp. Dicha sobre-activacion en S.
cerevisiae ocurre por la acumulacion, en las cepas Asinl o Aypdl, de la forma no fosforilada de Ssklp, la
cual activa constitutivamente a las MAPKKK Ssk2/22 (Figura 2) y estas a su vez, provocan la activacion
permanente de Hoglp. El resultado es la produccion continua de glicerol lo que finalmente compromete la
viabilidad de la célula. La letalidad de las mutantes As/nl o Aypdl (o en mutantes de los residuos criticos de
fosforelevo) es suprimida cuando a la vez se eliminan los genes SSK 1, SSK2/22, PBS2 o HOGI?.

Las mutantes nulas en el resto de rama en K. lactis tienen fenotipos similares a los observados en S.
cerevisiae con la excepcion de que no se encuentra un homologo del gen redundante SSK22.

La velocidad de crecimiento de las mutantes de K. lactis Asinl o Aypdl (de ahora en adelante denominadas
KlsIlnlp y Klypdlp, respectivamente) en KCl 0.75 M es aproximadamente 50% menor que la cepa silvestre

(Figura 4), lo que indica que estas proteinas estan involucradas en el sistema de fosforelevo.
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Figura 4 Curvas de crecimiento de mutantes en componentes de la rama SLN1 de K. lactis.
Densidad 6ptica de cultivos medidos en intervalos de una hora de: cepa silvestre MD 2/1 9, Asini/B, AypdIB, Asski®,
Apbs2 A, en medio rico (izqierda) y medio rico adicionado con KCI 0.75 M (derecha). Datos no publicados M. Rodriguez.
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Actividad de Ssk1

Saito y colaboradores®” >’ han propuesto un mecanismo de activacion de Ssk2p mediado por Ssklp en S.
cerevisiae, (denominadas en este trabajo ScSsk2 y ScSskl, respectivamente) basado en la capacidad de
homodimerizacion de ScSskl segin el estado de fosforilacion del 4cido aspartico 554 en su dominio
receptor, esquematizado en la Figura 5. Este dominio de ScSsklp interacciona con la region amino terminal
de ScSsk2, en la region “Ssk1-binding site”, solo cuando el residuo Asp554 estd defosforilado (ScSsk1-OH).
Mutantes puntuales en las que se ha sustituido este residuo por otros (como Glu, Gln, Lys, Arg, Ala, Ser,
Cys, His, Pro o Val), resultan en la activacion constitutiva de ScSsk2. La activacion de ScSsk2 depende
también de su autofosforilacion, una reaccion de tipo intramolecular que permite la actividad de cinasa sobre
si misma y sobre Pbs2p. Se asume que la interaccion con ScSsk1-OH libera la auto inhibicion que ejerce la
region amino terminal de ScSsk2 sobre si misma.

Ademas, ScSskl en su forma fosforilada (ScSsk1-P) tiene un efecto inhibitorio sobre ScSsk1-OH debido a
que las moléculas de ScSsk1 se encuentran mayoritariamente en forma dimérica y solamente el homodimero
ScSsk1-OH/ScSsk1-OH tiene actividad sobre ScSsk2. De esta manera, se cree que se evita la activacion
inespecifica de la via que pudiera generarse por la hidrdlisis de algunas moléculas de ScSsk1-P a su forma

defosforilada.

SeSskl [ D .
(712) }
Asp 554
Dominio receptor (505-647)

Ssk1BD Dominio cinasa
(294-413) (1266-1558)

[ c

ScSsk2
(1579)

1

J

D. interaccion con actina
(323-1032)

D. activacion
(381-440)

Figura 5. Estructuras de ScSsk1 y ScSsk2

Representacion de los dominios identificados en ambas proteinas. Ssk1BD: “Sskl-binding domain”. Se
indican entre paréntesis el nimero de residuos totales de cada proteina asi como la posicion de aquellos que
forman cada dominio.
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Diversidad de Sistemas de Fosfotransferencia eucariontes

Aunque en S. cerevisiae el sistema SLN1 regula negativamente la via de HOG, se conocen otros hongos en
los que las cinasas de histidina de la familia de SLN1, u homologos del mismo gen, se comportan de manera
distinta®®. Es asi que en Candida albicans la mutante Asinl es viable y muestra defectos en la velocidad de
crecimiento y morfologia®. La cepa de Neurospora crassa Aos-I, mutante en una probable cinasa de
histidina, es viable e hipersensible a NaCI’°. TcsBp, una cinasa de histidina transmembranal del hongo
filamentoso Aspergillus nidulans complementa la funcién de ScSInlp, aunque no se ha encontrado un
fenotipo distintivo en una mutante AzcsB’’. Asi mismo, se ha descrito una cinasa de histidina en el patogeno
del maiz Cochliobolus heterostrophus, denominada Diclp, que regula de manera positiva la activacion de la
cinasa homologa de Hoglp en respuesta a alta osmolaridad y fungicidas®.

No se han estudiado a profundidad estos posibles sistemas de fosfotransferencia o de qué manera afectan a
componentes de sefializacion posteriores. No obstante, su identificacion sugiere que el uso de cinasas de
histidina y reguladores de respuesta es mas heterogéneo de lo descrito en la levadura del pan.

Debido a que en K. lactis las mutantes de los componentes del sistema de fosforelevo Asinl y Aypdl son
viables, a diferencia de la via candnica descrita en S. cerevisiae, y que muestran cierta sensibilidad a medios

hiperosmoticos, la via de K. lactis debe operar de manera diferente en algin proceso dentro de la rama SLN.

Una de las posibles explicaciones al fenotipo no letal y osmosensible de las mutantes As/ni, Aypdl en K.
lactis es que el sistema de fosfotransferencia funciona como regulador positivo en esta levadura. Es decir,
que en condiciones normales el sistema de fosforelevo de K. /actis se encuentra apagado y ante un estimulo
de hiperosmolaridad se active. Esto implicaria que la forma no fosforilada de Klssklp es inactiva y que

KISsk1-P es capaz de activar a KISsk2p.

Hipaotesis

Si la actividad de KISsklp depende tnicamente de su estado de fosforilacion y la forma no-fosforilada es
inactiva, al expresar KISsklp en S. cerevisiae se producird en condiciones iso-osmoticas una forma activa de
esta proteina que encendera el resto de la via. Bajo la misma suposicion, una mutante no fosforilable (Klssk1-
OH) no podré activarse ante estimulos hiperosmoticos ni generar un fenotipo letal por sobre activacion de la

cascada de senalizacion.

De lo anterior, se desprende el siguiente objetivo respecto al estado de activacion de K1Sskl1:
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Objetivo
Por medio de expresion heterologa, determinar si KISsklp es un homdlogo funcional de ScSsklp y

determinar que estado de fosforilacion corresponde a su forma activa.

Objetivos Particulares

Para determinar si KISskl1 se acopla al sistema de transduccion de la via SLN1 de S. cerevisiae, se resolvid
expresar esta proteina de manera individual y en conjunto con la cinasa Ssk2 de K. lactis (o KISsk2), su
probable blanco natural. Esto en una cepa de S. cerevisiae carente de los genes endogenos SSK1, SSK2, asi
como de SSK22, (el gen redundante presente en S. cerevisiae) y de STE11, el gen de la otra MAPKKK capaz

de encender la via. En consecuencia, se establecieron los siguientes objetivos:

* Obtener cepas de S. cerevisiae con los fondos genéticos necesarios para la expresion de Ssklp y Ssk2p de
K. lactis;
o AsskiAssk2Assk22Astel ]
o AssklAstell
o Assk2Assk22Astel ]

* Subclonar en un vector de expresion los genes codificantes para KlSsklp en su version silvestre y la
mutante puntual no fosforilable KISsk1 Asp444Ala (denominada en adelante KISsk1DA).

* Subclonar en un vector de expresion el gen codificante para KISsk2p.

¢ Expresar KISskl o KISskIDA en S. cerevisiae AssklAstell y evaluar la viabilidad y crecimiento en
medios hiperosmoticos.

e Expresar KISskl o SISsk1DA junto con KlSsk2 en S. cerevisiae AsskiAssk2Assk2Astell y evaluar la

viabilidad y crecimiento en medios hiperosmoticos.
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Metodologia

Medios de cultivo
Medio rico YPD: Extracto de levadura 1%, Bacto-peptona 2%, Glucosa 2%, Agar (medio so6lido) 2%.
Medio minimo SD: Base nitrogenada de levadura sin aminodcidos 0.67%, Glucosa 2%, Agar (medio
solido) 2%.
Suplementacion de medio SD con aminoécidos:
Uracilo 20mg/L, L-Histidina HC1 20 mg/mL, L-Metionina 20mg/mL, L-Leucina 100mg/L.
Geneticina 200pug/mL (Gibco)
Nourseotracina (ClonNat) 100pg/mL
Tunicamicina .5 pg/mL
2-Desoxiglucosa 5 mM

Luria Bertani (LB) con ampicilina 50 pg/mL

Cepas
Se utilizod la cepa Saccharomyces cerevisiae BY4741 y BY4742, con el siguiente genotipo:
BY4741 :MATa his3AI leu2 A0 LYS2 met15SA0 ura3A0
BY4742: MATa. his3AI leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0
Las cepas con mutaciones sencillas de la coleccion “Saccharomyces Genome Deletion Project” (Open
biosystems) contienen una insercion del gen KanMX, que confiere resistencia a geneticina o G418. A

partir de ellas se produjeron las demas mutantes utilizadas en este trabajo.

Secuencias de genes utilizadas

Las secuencias con las que se trabajé se obtuvieron de la base de datos “Saccharomyces Genome

Database”.
Nomb , Nombre sistemti Identificador en Identificador en
ombre comun ombre sistematico Saccharomyces Genome Database GeneBank
Ssk1 YLRO06C S000003996 850692
Ssk2 YNRO31C S000005314 855765
Ssk22 YCRO73C S000000669 850436
Stell YLR362W S000004354 851076
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Técnicas de DNA recombinante
La manipulacion de acidos nucleicos como reacciones de restriccion, purificacion de DNA embebidos en
agarosa, ligaciones de DNA y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a acabo segin

. , 33
procedimientos comiinmente usados™.

Purificacion de DNA
Se purifico el DNA gendmico de levaduras rompiendo las células con perlas de vidrio y separacion
organica con fenol-cloroformo®®. Brevemente, se centrifugd 1.5mL de un cultivo saturado de células y
lavé el botdn con agua. Se resuspendi6 el boton en .2 mL un buffer de Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl
100mM, Tris pH 8 10 mM y EDTA ImM. Se adiciondé una mezcla en proporcion 1:1 de fenol y
cloroformo. Se agregaron perlas de vidrio para romper las células en agitacién vigorosa por 5 min. Se
adicion6 .2 mL de agua y separaron las fases por centrifugacion a maxima velocidad por 5 minutos. Se
tomo la fase superior y precipito el DNA con 1mL de etanol al 100% frio. Se elimin6 el RNA de las
muestras centrifugando y e incubando el botén resuspendido en agua con 30 ng de RNAasa por 5 min a
37°C. Se adiciono 10 pL de acetato de amonio 4 M y un mL de etanol al 100%. Se centrifugaron las

muestras, elimind el sobrenadante y resuspendi6 el DNA en agua.

Transformacion de E.coli
Para la propagacion de plasmidos y técnicas de DNA recombinante se utilizo la cepa E. coli DH5a, con
el método de competencia y transformacién descrito por Inoue *°. Se utilizaron alicuotas con 100uL de
bacterias competentes. Se adicionaron alrededor de 10 ng del DNA a transformar. Una alicuota sin DNA
se utiliz6 como control negativo. Las muestras fueron incubadas 30 minutos en hielo, luego a 42°C por
42 segundos y se adicion6 un mL de medio Luria Bertani. Se incubaron en agitaciéon a 37°C por lo
menos una hora antes de ser sembradas y esparcidas en placas de medio Luria Bertani s6lido, adicionado

con ampicilina. Se seleccionaron colonias ampicilina-resistentes luego de un dia de incubacion.

Transformacion de levaduras
Los ensayos de transformacién de levaduras se hicieron segiin el método de acetato de litio>®; un cultivo
liquido saturado se diluyo6 1:20 e incub6 en medio rico y agitacion a 30°C. Al llegar a una densidad optica
de 0.4-0.6 a 600 nm se lavaron e incubaron con acetato de litio .1M , buffer TE, polietilenglicol 40%, 50
pg esperma de salmon como acarreador y 1 pg del DNA de interés. Las muestras se incubaron a 30°C por
30 minutos luego de los cuales se adicion6 40uL de dimetil sulféoxido y se sometieron a un choque
térmico de 42°C por 15 minutos. Después, las muestras se lavaron en agua y sembraron en placas de

medio selectivo para células transformantes.
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Construccion de mutantes con alelo stzel I interrumpido (stell::nat)
El gen STEII de S. cerevisiae se interrumpi6 con un casete de resistencia a nourseotricina, también
llamado Nat, por el método de remplazo de gen en un paso. De esta manera, el segmento cromosomal de
STEI11 es reemplazado por el fragmento Nat, después de integrarse por recombinacion homologa. Se
disefiaron los adaptadores Stel IFWS 8 y Ste11RVS 10 que contienen una regiéon de homologia de 45
bases al gen STE11 (bases subrayadas) y otra de 19 bases con homologia al casete Nat:
Stel 1IFWD_8
TATTCATATTTACACACATGCATAAAGAGAGACCACTTAATAAACGCCAGATCTGTTTAGCTT
Stel11RVS 10
AAAACCGGTAAATAGCAGATATATTCAATAAATGTCACTAAATATCGACAGCAGTATAGCGACCA

Se amplifico el casete Nat usando como templado el plasmido P4339 *’ en las siguientes condiciones:
P4339 [.01 pg/uL], adaptadores 200 ng, dNTPs [10mM], MgCl, [1.5 mM]

Ciclos: 94°C 5’/ 94°C 1°, 60°C 1° 20° , 72°C 2’ x 30 ciclos / 72°C 10’

Se purifico el producto y transformo en los fondos mutantes Assk! y AssklAssk2Assk22. Se seleccionaron
mutantes en el gen STEII por resistencia a nourseotracina 100ug/mL y comprobaron por PCR (ver

seccion- Obtencion de mutantes con alelo stel 1::nat).

Apareamientos
Para las pruebas de apareamientos se estrio una cepa en parches de alrededor de 2x2 cm sobre YPD.
Encima de ésta se estrid un parche con la cepa prueba e incub6 por 6 horas a 30°C. Luego, se replicaron
en cajas de medio SD suplementado con los aminoacidos necesarios para la seleccion de diploides
indicados en cada experimento y se incubaron las cajas a 30°C de tres a cuatro dias hasta detectar el

crecimiento de colonias en la placa.

Esporulacion de diploides Assk2/SSK2 Assk22/SSK22
Se aparearon la cepa Assk2 (Mat a) con la cepa Assk22 (Mat o) como se describi6é anteriormente. Se
seleccionaron las colonias diploides en Medio SD + Ura, Leu, His. Se estriaron en medio de esporulacion
e incubaron por 3 dias a 30°C y dos dias a 4°C. Las colonias segregantes de las esporas obtenidas se
probaron en:
YPD G418
SD + Leu, His, Met, Lys
SD + Leu, His, Lys
SD + Leu
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Esporulacion de diploides Assk2Assk22Asskl

(P2 [P

Se determino el tipo sexual de la cepa Assk2Assk22 aparedndola con cepas prueba Assk/ tipo “a” y “a” y

2

con otra cepa control de S. cerevisiae llamada W303, tipo “a”. Luego, se transformoé con un pladsmido con

marcador de auxotrofia de uracilo (pYES2). Asi, se obtuvo con un fenotipo temporal Ura’ , lo que
permitio seleccionar diploides en apareamientos con cepas Ura .

Un cultivo Assk2Assk22 se apared con la cepa Asskl tipo “a” por seis horas a 30°C y selecciond la cepa
diploide en SD + His, Leu, Met. Se creci6 en medio liquido YPD por 12 horas, se centrifugé el cultivo y
resuspendié en 2.5 ml de medio minimo de esporulaciéon adicionado con His, Leu y Met al 25%. Se
incubo el cultivo por 3 dias a 30°C en agitacion, 4 dias a 4°C sin agitacion y dos dias mas a 30°C en
agitacion. Se disecaron las esporas de cuatro tétradas y extrajo DNA gendmico para su comprobar la

presencia de alelos mutantes por PCR.

Diseccion de tétradas
Se hizo una suspension de células en 50uL de agua desionizada e incubd con SpL. con zymolasa (ICN
Immunobiologicals) [0.5 mg/ml] por 5 minutos a temperatura ambiente hasta observar al microscopio las
ascas parcialmente desintegradas.
Se hizo una estria de este cultivo en una delgada capa de agarosa en agua al 0.7 % montada en un soporte
plastico. Se separaron las cuatro esporas de algunas tétradas *® y se coloco el agar sobre una caja de YPD

hasta que las esporas germinaran.

Oligonucledtidos de marcos abiertos de lectura de S. cerevisiae
Se cuenta con una coleccion de oligonucledtidos para amplificar los marcos abiertos de lectura de S.
cerevisiae (‘“'Yeast genepairs Research genetics”). Como se muestra en el esquema, estan dirigidos contra

la region inmediata rio arriba y rio abajo de cada gen.

ATG ORF TAA

Ssk2, Ssk22, Ste11 —> <=

Para comprobar la interrupcion en los genes de las mutantes Assk2, Astell 'y Assk22 se usaron los juegos
de oligos, una mezcla forward y reverse para cada gen, en reacciones de PCR con DNA gen6émico tanto
de las mutantes como de la cepa silvestre como templado.

Condiciones de PCR usadas: Taq rec invitrogen .5 uL, MgCl, [2mM], Oligos [50 nM], ANTPS [10mM].
Ciclos: 92°C 10’/ 92°C 30°’, 55°C 45, 72°C 3°15”* x 35 ciclos / 72°C 5°.
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Amplificacion de casete KanMX y casete Nat
Para amplificar el casete KanMX o el casete Nat en las mutantes nulas, se hicieron reacciones de PCR
usando oligonucledtidos gene-especificos forward con una secuencia blanco rio arriba del gen de interés

y un oligo reverse comin, homologo al casete KanMX, como se representa en el siguiente esquema:

ATG| uptag Kan' downtag TAA

—>
ssk2::kan  Fwd_5 :

ssk22::kan Fwd_3 KanB_7
sskl::kan Fwd 6
stell::kan Fwd 4

Condiciones de PCR usadas: Taq rec invitrogen .5 uL, MgCl, [2mM], Oligos [200 ng], ANTPS [10mM].
Ciclos: 92°C 10° /92°C 30*°, 56.5°C 45°, 72°C 3’15’ x 35 ciclos / 72°C 5’

Las secuencias de los oligonucleotidos usados son las siguientes:

Nombre Secuencia Tm °C (calculo con
parametros Allawi)
ssk22FWD 3 TAC GGC CTC TGC CAC GTC 58.5
stel IFWD 4 CAC GGT GCT GGT CTT CGA 56.4
ssk2FWD 5 GCA TAT CCC CCA CGA CTG 54
sskIFWD 6 CAG CTT TCC GAA GCCCTA A 54
KanB 7 GCA GCG AGG AGC CGT AAT 56.7

Etiqueta histidinas en KISsk2 para subclonacion en vector pYES

Se diseio el siguiente oligonucledtido para amplificar KISSK2 y etiquetarlo con la marca de seis histidinas.
His_ssk2_11
5> ATATAATTGGTACCATGCATCACCATCACCATCACTCGCAAAACAACGATA 3’.

Insercion de KISsk1 en vector pSAL
La secuencia codificadora para KISsk1, fusionada en la region 5’ con una porcién codificante para 171
aminoacidos del extremo amino de la proteina amarilla fluorescente *°, se liberé del plasmido pGEM-
Teasy con las enzimas Notl y Smal. El fragmento resultante fue ligado en el pldsmido pSAL,
previamente digerido con las mismas enzimas y defosforilado con fosfatasa alcalina para evitar su re
ligacion.
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Insercion de KISsk1 y KISsk1DA en pYX142
Las secuencias codificadoras para KISsk1 y KISskDA, fusionadas a la marca de seis histidinas continuas
en el extremo 5°, fueron extraidas de los pliasmidos pQE30-KISSK1 y pQE30-KISSK1P***,
respectivamente, con las enzimas EcoRI y HindIIl. Los fragmentos fueron purificados y ligados en el
vector pY X142 (R&D Systems), un vector con origen de replicacion tipo centromérico (CEN), marcador
de auxotrofia a leucina (LEU2) y expresion de genes regulada por el promotor constitutivo de la triosa

fosfato isomerasa.

Inmunodeteccion de ScHoglp y ScHoglp fosforilado

Se extrajeron proteinas por el método de precipitacion con acido tricloroacético (TCA). Los cultivos
fueron incubados en medio selectivo una noche, crecidos durante 4 horas en medio rico y se ajustaron a
una concentracion fija por turbidez a 600 nm. Se incubaron por 5 minutos con o sin sal en agitacion y
ImL de cada uno fue adicionado con 300uL de TCA al 85%. Posteriormente, se elimind el TCA de las
muestras por centrifugacion y se rompieron las células con buffer de lisis (250 mM Tris pH 6.8, 0.5M
DTT, 10% SDS, 20% Glicerol 0.5% azul de bromofenol, diluciéon 1X en 30% de Tris 1.5M pH 8.8).
Después, se lisaron con perlas de vidrio en un fragmentador y una incubacion de 5 min a 95°C.

Los extractos de proteina total se corrieron en geles desnaturalizantes SDS-PAGE y fueron
electrotransferidos a membranas de nylon (Millipore, Bedford, MA). Las membranas se bloquearon con
leche al 9% en PBS y Tween 20 al 0.05% (PBS-Tween) durante media hora a temperatura ambiente y se
incubaron con el anticuerpo IgG anti-p38 MAPK T180/Y182 de conejo (Cell Signalling Technology)
durante una noche a 4°C en agitacion suave. Posteriormente se incubaron una hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG acoplado a HRP (Zymed, South San Francisco, CA).

Para revelar la pelicula, las membranas se trataron con sustrato de HRP quimioluminiscente (Millipore).

Pruebas de crecimiento en sal, tunicamicina
Las pruebas de crecimiento por goteo en cajas se hicieron creciendo cultivos crecidos por 16 horas a
30°C en medio selectivo. Para cepas portadoras de pSAL y pY X142 se us6 SD+ his, met, ura, lys. Los
cultivos se ajustaron a una turbidez de .01 a 600 nm YPD y se crecieron hasta llegar a .04. Se hicieron
cuatro o cinco diluciones seriales 1:10 en YPD y se sembraron consecutivamente 5 pL de cada dilucién

en cajas con los medios a probar. Se incubaron a 30°C por 48 horas.
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Resultados

Las ramas SLN y SHO en la via de HOG son redundantes, ya que ambas pueden estimular la
fosforilacion de Pbs2p. Consecuentemente, la sefializacion de Hoglp por estrés osmotico se previene
solo cuando ambas ramas son inhabilitadas. Para poder advertir si la expresion de KiISsk1 o KISsk1DA
en S. cerevisiae altera fenotipos de sensibilidad en medios hiperosméticos, se inactivo la rama de SHO
mediante mutaciones nulas del alelo STE/ 1, la otra MAPKKK activadora de Pbs2p (ver Figura 2).

Se utilizo la coleccion Saccharomyces Genome Deletion Project, cuyas cepas contienen reemplazos de
cada ORF por el casete de resistencia a geneticina, para generar las siguientes mutantes:

AssklAstel

Assk2Astel

Assk22Astel 1

Assk2Assk22Astel

Assk2Assk22

Assk1Assk2Assk22

Assk1Assk2Assk22Astel 1

Genotipo de cepas obtenidas

* AsskiAstell 3y 6: his3AI leu2 A0 LYS2 met1SA0 ura340 sskli::KanMX stel l::Nat

* Assk2Astell: : MATa his3A1 leu2AO LYS2 metl5SAQ ura340 ssk2::KanMX stell::Nat

o Assk22Astel 1: MATo his3AI leu2 A0 lys2A0 MET15 ura3A0 ssk22::KanMX stel 1::Nat

o Assk2Assk22Astel 1: MATa his3AI leu2 A0 lys2A0 met1 SA0 ura3A0 ssk2::KanMX ssk22::KanMX
stell::Nat

o AssklAssk22 (60C) : MATo his3AI leu2 A0 lys2A0 met1 SAQ ura3A0 ssk2::KanMX ssk22::KanMX

o AsskiAssk2Assk22 (TM): MATa his3AI leu2AO LYS2 metlSA0 ura3A0 ssk2::KanMX ssk22::KanMX
sskl::KanMX

o AssklAssk2Assk22Astel] (AM) Ay C : MATa his3Al leu2 A0 LYS2 metl15SA0 ura340 ssk2::KanMX
ssk22::KanMX sskl::KanMX stel 1::Nat
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Obtencion de mutantes con alelo stell::nat
Como se mencion6 anteriormente, la inactivacién de una rama o la otra de la via de HOG no genera
fenotipos visibles en condiciones hiperosmoticas, por lo tanto es importante generar mutantes que
inactiven a las dos ramas. Para esto se interrumpi6 a la rama de SHO al nivel de la MAPKKK Stell ya
que esta es la cinasa que se encuentra exactamente arriba de Pbs2, que es el punto de convergencia de la
rama SLN y la rama de SHO.
STE11 participa también en la respuesta a feromonas en levaduras, por lo que mutantes en este locus
muestran un fenotipo de esterilidad y no es posible usar la segregacion meidtica como estrategia de
mutacion en mas de un gen. Por ello, todas las mutantes de STE// se hicieron mediante un reemplazo
por recombinacion homodloga con una construccion del gen Nat, que confiere resistencia a
nourseotricina, flanqueado por regiones homologas al inicio y final del gen.
Se amplifico el gen Nat a partir del plasmido p4339 con los adaptadores que contienen de 45 a 47 bases
de homologia al gen stell y de 19 a 21 bases homodlogos al gen Nat . Para hacer la cuddruple mutante
AsskIAssk2Assk22Astel 1, el producto de alrededor de 1 Kb se us6 para transformar el fondo
AsskIAssk2Assk22 (cuya construccion se describe mas adelante) y se seleccionaron mutantes resistentes
a geneticina y nourseotricina como se observa en la Figura 6, cuadrante inferior derecho.
De manera similar, se obtuvieron dos clonas AssklAstell, Assk2Astell, Assk22Astell 'y

Assk2Assk22Astel I transformando las cepas de cada fondo genético con la construccion stel 1::nat.

Geneticina
Geneticina Nourseotricina

Figura 6 Resistencia a nourseotricina de mutante Assk/Assk2Assk22Astel 1.

Estriado de cepas silvestre (BY), Asski(1), Asskl(2), AsskIAssk2Assk22(3) y AssklAssk2Assk22
transformada con el producto de amplificacion stel/l::nat (4). En geneticina [200pg/mL] y
geneticina/nourseotricina [100pug/mL].
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De las colonias Nat® obtenidas, se seleccionaron aquellas con fenotipo estéril mediante pruebas de
apareamiento. En el caso de las posibles mutantes AsskIAssk2Assk22Astel I se usaron como prueba las cepas
Asskl tipo “o”. La mutante Assk/ tipo “a” no se utiliz6 como cepa prueba pues no cuenta con el genotipo
adecuado para la deteccion de diploides en caso de aparearse con las mutantes Assk/Assk2Assk22Astel l. Por
ello, se us6 la cepa de S. cerevisiae W303 tipo “a” como control negativo en la prueba, ya que tiene los
marcadores de seleccion necesarios, pero sexo incompatible con el apareamiento de las mutantes cuadruples.
Como se observa en la Figura 7A, las clonas A y C no generan diploides al estar contacto con células del
sexo contrario. Se utilizaron esas clonas para experimentos posteriores. De manera similar, se muestra en el
panel B los apareamientos de las posibles mutantes Assk/Astel I, usando Assk22 tipo “a” como cepa prueba.
Las clonas denominadas 3 y 6 no generan diploides, a diferencia de la cepa silvestre, después de haber sido

incubadas con una cepa fértil del sexo contrario.

SD + his leu ura

Asskl-stell(3) a

Asskl1-stell(6) a

YPD SD + his leu ura

Figura 7 Fenotipo estéril de AsskiAstell y cuadruple mutante

Assk1Assk2Assk22Astel 1.

A) Apareamiento en YPD de posibles mutantes stell::nat (columna de

parches extrema izquierda) con las cepas de distinto tipo sexual (fila superior)

Asskl “a” 'y W303 “a”. Réplica en medio de seleccion de diploides SD+ His

Leu Ura.

B) Aparecamiento de YPD de la cepa silvestre y dos transformantes

AsskiAstel l::nat, tipo “a” (columna izquierda) con Assk22 tipo “o” (fila

superior). Réplica en SD+ His Leu Ura. 29



Después de haberse probado el fenotipo estéril de las mutantes de AsskIAssk2Assk22Astel I, se verificd que
contuvieran el alelo stel I::nat por PCR, utilizando oligos para amplificar el gen interrumpido y los juegos de
oligos para amplificar el gen silvestre como control negativo. Con el DNA gendmico de la cepa silvestre se
amplifica el gen completo STE// (Figura 8, carril 1) y no el alelo mutante (carril 3). Tanto en la mutante
sencilla Astell como en las dos clonas cuddruples AssklAssk2Assk22Astell (carriles 4, 6 y 8,
respectivamente) se encuentra el fragmento stel . :nat de aproximadamente 890 pb y no el gen silvestre. Se

encontraron los mismos resultados al realizar el experimento sobre las mutantes Assk/Astel l.

Assk1-2-22 Assk1-2-22

ADN templado stellA - —stell C
BY Astell ~ (4MA) — (4MC)
Oligos: alelo silvestre FWD y RVS ste11 + + + +
ste11::kan Fwd + + + +
KanB + + + + MPM
6] 8]

Figura 8 Amplificacion de fragmento de casete Nat en mutantes Assk/Assk2Assk22Astel 1.

Gel de agarosa 1% y bromuro de etidio con productos de amplificacion de gDNA purificado de la cepa silvestre
(BY), la mutante Astel 1, y dos clonas AssklAssk2Assk22 nourseotracina-resistentes (4MA y 4MC). Se probaron
tanto los oligos dirigidos contra el gen silvestre, como stell::kan FWD y KanB reverse para amplificar stel]
interrumpido por el casete Nat. Marcador de peso molecular (MPM) en ultimo carril.
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Obtencion de mutante Assk2Assk22. Amplificacion de alelos silvestres
Para expresar KISsk2p de K. lactis, se generaron mutantes de S. cerevisiae en los genes endogenos SSK2
y SSK22, las dos MAPKKK capaces de activar a Pbs2p en la rama SLN. Este fondo genético se utilizo
ademds para generar las cepas AssklAssk2Assk22 y AsskiAssk2Assk22Astel . En dichas mutantes se
podria expresar de manera heter6loga a las dos proteinas de KISsk1 y KISsk2 asi como determinar si los
efectos de expresion de KISsk1 se generan mediante la sefalizacion por ScSsk2/22p.
Assk2Assk22 se obtuvo por cruza de las dos mutantes sencillas y seleccion de esporas segregantes, de
acuerdo a la estrategia descrita en métodos. Contando con los oligonucledtidos para amplificar los genes
silvestres de S. cerevisiae se corrobord por PCR que las mutantes sencillas no tuviesen los alelos SSK2 y
SSK22 y la doble mutante careciera de ambos.
Los juegos de oligos amplifican especificamente SSK2 y SSK22 pues con el DNA de la cepa silvestre
como templado se observan amplicones de los tamafios esperados para SSK2 (Figura 9, carril 3), SSK22
(carril 2) o ambos (carril 4). Se verifico que los amplificados correspondieran a SSK2 y SSK22
digiriéndolos con Pst1 (datos no mostrados). Asi mismo, se observa en la misma figura que con la cepa
Assk2 solo se obtiene el amplicon de SSK22 (carril 6) y con la cepa Assk22 solo se obtiene el que
corresponde a SSK?2 (carril 8).
Las segregantes de la cruza Assk2 con Assk22 60C y 54C, en las que no se detectan amplicones de
ninguno de los dos genes silvestres (carriles 10 y 13 respectivamente), fueron seleccionadas para su

posterior analisis.

ADN templado BY Assk2 Assk22 60C  57A  54A  54C
Oligos alelos ssk2 _ + + + _ + _ + + + +

Figura 9 Amplificacion de genes silvestres SSK2 y SSK22.

Gel de agarosa 1% de productos de PCR con juegos de oligonucledtidos forward y reverse (FWD y RVS,
respectivamente) para amplificar los genes silvestres SSK2 (4.74 kb) y/o SSK22 (3.99 kb). DNA templado
extraido de: BY (cepa silvestre BY 4743), mutante sencilla Assk2, mutante sencilla Assk22 y cuatro
clonas segregantes de la cruza Assk2 X Assk22 denominadas 60C, 57A, 54A y 54C.
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Determinacion de sexo de mutante Assk2Assk22

La construccion de la triple mutante AssklAssk2Assk22 se hizo por cruzamiento de las cepas
Assk2Assk22 con Asskl. Para esto, se determind el tipo sexual de la doble mutante, se apare6 en medio
rico y se seleccionaron diploides en medio minimo suplementado con His, Leu, Met. Se seleccionaron
segregantes meidticas de esta cruza y finalmente también se comprobaron por PCR diagnéstico. En la
Figura 10 se puede ver la prueba de apareamiento de la doble mutante. Las cepas parentales no crecen en
medio selectivo para diploides y s6lo crecieron parches en este medio cuando se sembrd Assk2Assk22
junto con Asskl tipo “a” (Figura 10, panel B, parche 1), por lo que el tipo sexual de Assk2Assk22 es “a”.
Este mismo parche fue utilizado para incubar el cultivo en medio de esporulacion, disecar las esporas y
buscar cepas con los tres genes interrumpidos.

Para corroborar el sexo de la doble mutante, se probd también la capacidad de apareamiento con otra

cepa de S. cerevisiae, la cepa W303 de tipo sexual “a” (imagenes no mostradas).

Asskla + Assk2/Assk22

Assklo + Assk2/Assk22
Asskla
Asskla
Assk2/Assk22

L S S R

YPD SD + his leu met

Figura 10 Apareamiento de Assk2Assk22 con cepas prueba.

Estriado en parches de cepas individuales (3, 4 y 5) o parches de dos cepas sobreimpuestas (1 y
2) en YPD (panel A). Réplica en medio de seleccion de diploides SD + His, Leu, Met. (Panel
B).
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Comprobacion de mutantes Assk2Assk22 'y AssklAssk2Assk22. Amplificacion de alelos
interrumpidos con KanMX
Se hizo una busqueda de triples mutantes entre las esporas segregantes de la cruza Assk2Assk22 con
Asskl mediante PCR. Para ello, se disefiaron oligonucleétidos dirigidos contra regiones de hasta 100
bases rio arriba de los marcos abiertos de lectura de SSK17, SSK2, SSK22 y STE11. Se utiliz6 un oligo en
direccion reversa en comun, KanB, que se une al promotor TEF de los casetes KanMX y Nat. De esta
manera, se obtienen amplificados especificos para cada gen solamente cuando estan interrumpidos con el
inserto KanMX o Nat, como se esquematiza en la Figura 9A.
Los oligos para alelos silvestres fueron disefiados para amplificar los marcos abiertos de lectura
silvestre™, por lo que al usarlos con DNA de la triple mutante como templado, se esperaba que no

generaran ningun amplificado (Figura 11B).

A
] ATG Juptag | [[IT]][[ Kan' downtag| TAA
ssk2::kan Fwd_5 KanB_7
ssk22::kan Fwd_3
ssk1::kan Fwd_6
ste11::kan Fwd_4
B.1
ATG | ORF [TAA |

Ssk2, Ssk22, Ste11

B.2

ATG fuptagf Kan" \ downtag\ TAA

Ssk2, Ssk22, Ste11 ; g

Figura 11 Estrategia de comprobacion de alelos mutantes.

A. Utilizacion de oligos para amplificar fragmentos de genes especificos interrumpidos con el casete Kan, que contienen
ademas secuencias de marcaje denominadas uptag y downtag . Oligos forward (fwd) homologos a la region rio arriba del gen
de interés y oligo reverse con homologia a la secuencia del casete Kan.

B1. Juegos de oligos (forward y reverse) para amplificar marcos abiertos de lectura (ORF) de los genes silvestres en su
totalidad. Con ellos no es posible amplificar aquellos que han sido sustituidos con el casete Kan (B.2).
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Usando el DNA gendmico de una de las cepas segregantes como templado, se hicieron reacciones de
PCR con los dos tipos de oligos; los pares de la coleccion Yeast genepairs Research genetics para
amplificar los genes silvestres, y combinaciones de los oligos disefiados para amplificar la region
promotora de KanMX. Como se puede ver en el gel de la Figura 12 (carriles 1-4), no se obtuvieron
amplicones cuando se usaron los pares de oligos para cualquiera de los genes SSK1, SSK2 o SSK22 en su
version silvestre. En cambio, se observan amplicones de los tamafios esperados para las regiones rio
arriba de sskl (carril 7), ssk2 (carriles 5-7) y ssk22 (carriles 6-7), todos ellos contiguos al promotor TEF
del gen KanMX.

Oligos: alelos silvestres Oligos: genes
(FWD y RVS) interrumpidos
Sskl - - + Sskl FWD
sskl - - - + - + +  Sk22 FWD
ssk2 - + + + + + + Ssk2 FWD
ssk22 - - + + + + *  KanB
6]

Figura 12 Amplificacion de genes interrumpidos con KanMX en triple mutante Asskl-
2-22.

PCR a partir de DNA gendémico de mutante Assk/-2-22. Carriles 1 a 4:Juegos de oligos
forward y reverse para genes SSK1, SSK2 y SSK22.

Carriles 5 a 7: Oligo KanB reverse mas oligos forward ssk2, ssk22 y sskl. Tamafios
esperados para sskl.::KanMX (480pb), ssk2::KanMX (900pb) y ssk22::KanMX (615pb).
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Construccion de pSAL-KISsk1
Para poder expresar las proteina Ssklp de K. lactis, se us6 inicialmente el plasmido pSAL, ya que
contiene un promotor inducible por cobre; esto permitiria modular la expresion de KISskl y su version
no fosforilable KISsk1DA en las distintas mutantes obtenidas.
La secuencia codificante para KISSK/ fusionada en su extremo amino a una porcién de la proteina
amarilla fluorescente se subclond en pSAL de acuerdo a lo descrito en los métodos. La construccion
resultante fue comprobada, en comparacion con el plasmido vacio, con los patrones de digestion que se

muestran en la Figura 13.

\'a
‘;\S‘a

\Y \Ys
MR

10 000

8 000

6 000

5000

Figura 13 Patrén de digestion de la construccion pSAL-KISssk1

Gel de agarosa con los productos de digestion de pSAL-KISsk1 y el plasmido vacio con:
A) Hincll, que libera fragmento interno de Kl.ssk1 de ~860 pb

B) Asp718/HindIl. Tamafio esperado de plasmido vacio: 1.5 y 5.13 Kbs. Para pSAL-
Kl1Ssk1, 1.5y 7.6 Kbs.

C) Linearizacién con Smal. Tamafios esperados :pSAL, 6.63Kbs. pSAL-KISskl1, 9.90
Kbs.
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Expresion de pSAL-KISsk1 en S. cerevisiae Assk1Astel 1
Al transformar la mutante sencilla Assk/ con el pldsmido pSAL-KISskl y probar su capacidad de
crecimiento en sal, no se observa ninguna diferencia entre la mutante sin transformar, transformada con
el plasmido vacio o el plasmido con el inserto (Figura 14, lineas 2 a 4).
Los mismos plasmidos se usaron para transformar dos clonas Asskl/Astell que se obtuvieron de dos
transformantes distintas con el fragmento ste//::nat (se muestran resultados de la clona 3). De manera
similar a la mutante cuddruple antes mostrada, las mutantes Assk/Astell presentan una fuerte
sensibilidad a KCI, pues careen de la HK ScSsklp y de la MAPKKK ScStel 1p, por la que se transmite
la sefial desde la rama de SHO. En estas mutantes es posible detectar cambios de tolerancia a sal debidos
a la presencia o ausencia de las variantes de KISsk1p.
En la Figura 14 (linea 6) se observa que la cepa que tiene la construccion KliSskl crece en KCl de
manera intermedia entre la misma cepa con el plasmido vacio (linea 5) y la levadura silvestre (linea 1).
Esto sugiere que la proteina Ssklp de K. lactis unida al fragmento amino la proteina amarilla
fluorescente complementa parcialmente a la proteina enddgena de S. cerevisiae. En el panel B de la
misma figura se muestra como control el crecimiento de Apbs2, una mutante de la via tipicamente
sensible a estrés osmotico.
La expresion de secuencias clonadas en el pldsmido pSAL dependen del promotor del gen CUP1
inducible por cobre en el medio *'. Sin embargo el crecimiento de todas las cepas fue el mismo en
cultivos crecidos y sembrados con cobre, que sin €l. Se probaron concentraciones crecientes de cobre,
100, 200 0 500 uM CuSOy y variaron las condiciones de induccion entre medio minimo suplementado o

medio rico, obteniendo los mismos resultados en todos los casos (datos no mostrados).
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Apbs2

YPD KCI 1M Sorbitol 1M

Figura 14 Complementacion de KISskl en mutantes S. cerevisiae AsskiAstell. Crecimiento en goteo
con diluciones seriales de los cultivos (factor 1:10).

A) La cepa silvestre y transformantes, ya sea con el pldsmido vacio o KlISskl, en fondos Assk! y
AsskIAstel I (clona 3). Cajas de medio rico YPD y YPD con KCI.

B) Crecimiento en goteo de la cepa silvestre (BY) y la mutante nula de la cinasa Pbs2p, en YPD y dos
medios hiperosmoéticos: KCly Sorbitol 1M.
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Expresion de KISsk1 en Assk1Assk2Assk22Astel 1
La misma construcciéon pSAL-KISskl, o el pldsmido vacio, se usaron para transformar dos clonas
AsskiAssk2Assk22Astel 1. Se crecieron cultivos en medio selectivo, se llevaron a fase logaritmica de
crecimiento en medio rico y se gotearon concentraciones seriales de cultivo en medio YPD y YPD
adicionado con cloruro de potasio. De nuevo, se puede observar en la cuarta linea de goteos de la Figura
15 (linea 4), la tolerancia a medios con sal en las cepas AssklAstel I[pSAL-KISsk1]. Sin embargo, en las
mutantes cuadruples no se recupera el fenotipo tolerante a sal en cultivos transformados con dicha
construccion ni con el plasmido vacio (Figura 15, linea 6), indicando que la capacidad de crecer en sal,

conferida por KISsk1, involucra a las proteinas ScSsk2p y/o ScSssk22p.

S YA
?\‘/ % N Dilucion del cultivo
Q% \Q\l}@% t
N 1
Assk1{
.
N 3
Assk1Astel1 (
N 4]
Assk1assk2- (T
Assk22Aste11 {

N 6]

YPD KCI1M

Figura 15 Reversion a fenotipo sensible por expresion de KiISskl en fondo
Assk1Assk2Assk22Astel |

Crecimiento en goteo de mutante sencilla Asskl, AsskiAstell y AsskiAssk2Assk22Astel ]
transformadas con el plasmido vacio pSAL o la construccion pSAL-KISskl. Goteos en medio
YPD, YPD + KCI IM.
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Expresion de pYX142-KISsk1l y mutante puntual pYX142-KISsk1DA
Como se menciond anteriormente, se observd complementacion de fenotipos sensibles en medios no
adicionados con cobre como agente inductor de expresion en el vector pSAL (seccion: Expresion de
pPSAL-KISskl en S. cerevisiae Asski1Astell). Esto sugiere una expresion constitutiva del gen clonado en
dicho vector. Dada esta irregularidad y la posibilidad encontrar un efecto toxico por la expresion de la
version mutante KISsk1DA, se continuaron los experimentos de expresion con secuencias clonadas en
pYX142 (CEN, LEU2, promotor de la enzima triosa fosfato isomerasa) segun lo descrito en métodos.
Aunque en este plasmido hay una expresion continia por el promotor de la triosa fosfato isomerasa,
existe s0lo una copia del gen a transcribirse en las células, pues el vector pYX142 tiene un origen de
replicacion centromérico, a diferencia de pSAL que es de tipo multicopia.
Dos clonas de cada cepa Asskl, AsskiAstell, AsskiAssk2Assk22Astell fueron transformadas con el
plasmido vacio o las construcciones [pYX142-KISsk1] o [pYX142-KISsk1DA] (se muestra una de las
clonas de cada fondo en la Figura 16). Al expresar KISskl en AssklAstel 1, se reproduce el fenotipo de
complementacion observado en experimentos con el otro vector de expresion; las colonias estriadas que
contienen el plasmido pYX142-KISskl crecen en KCI tan bien como en medio YPD solo (Figura 16,
panel B, recuadro rojo), a diferencia de la cepa que contiene el plasmido vacio.
Al igual que con los resultados obtenidos usando el vector pSAL, en las mutantes
AsskIAssk2Assk22Astel ] se pierde el fendmeno de complementacion conferido por KiSsk1 (Figura 16,
panel C), indicando que son necesarias las proteinas ScSsk2p o ScSsk22p para responder al estimulo de
estrés hiperosmotico.
Contrario a lo descrito en una mutacion equivalente en S. cerevisiae ScsskiDA, las células donde se
expresa KISskIDA no solo crecen adecuadamente en el medio rico YPD, sino que también se
complementa la sensibilidad en medio adicionado con sal y con sorbitol. En la Figura 17 se puede ver
que en las cepas Asskl y AssklAstell transformadas con pYX142-KISsk1DA, no disminuye el
crecimiento en comparacion con aquellas que no tienen dicho plasmido (segunda columna de cada panel,
en medio YPD). Asi mismo, la disminucion de crecimiento de Assk/Astel I[pY X142] conforme aumenta
la concentracion de osmolitos se compensa cuando se encuentra en esta mutante la construccion
pYX142-KISsk1DA (AssklAstell, columnas 4, 6 y 8 en paneles A y B). Cabe mencionar que los
defectos de crecimiento detectados con KCl no se deben a posibles efectos de fuerza idnica en
componentes celulares generales, sino a alteraciones en la via de HOG, ya que se observa el mismo

fendomeno de sensibilidad y complementacion usando como osmolito el aziicar sorbitol.
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Estos resultados indican que la version no fosforilable de KISsk1 probablemente no sobre active la via

de HOG y que esta forma de la proteina mantiene su actividad como transductora de la sefial a través de

Ssk2/22p ante el estimulo de alta osmolaridad extracelular.

0.75 M KCl YPD
A Asskl B
pYX142 ‘ ‘ pYX142
KlSsk1 ‘ ‘ Kl1Ssk1

0.75 M KCI YPD
Assk1Astell

C Assk1Assk2Assk22Astel 1

pYX142

KlSsk1 - ‘

KlSsk1 DA

Figura 16 Complementacion de KISskl y
KISsk1DA.

Estriado de tres colonias de cada tipo de
transformante: con el plasmido vacio
[pYX142], [pYX142-KISsk1] y [pYX142-
KISsk1DA] en YPD columna derecha) o
YPD KCl1.75 M (columna izquierda).

Los plasmidos se transformaron en cuatro
fondos de S. cerevisiae: la cepa silvestre
(no  mostrada), Asskl (panel A),
AsskiAstel ] (panel B) y
AsskIAssk2Assk22Astel] (panel C). Se
resalta en cuadros rojos los fenotipos
discutidos.
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Dilucién del cultivo

Sorbitol Sorbitol

Figura 17 Complementacion fenotipica en mutantes Assk/Astel I por expresion de KISssk1DA

Pruebas de crecimiento en gota de dos cepas, Asskl y AsskiAstel ], transformadas con el plasmido vacio pYX142 o la
construccion en la que se expresa constitutivamente la mutante no fosforilable, pYX142-K1Ssk1DA. Goteo de diluciones
seriales en YPD y tres concentraciones de A) Cloruro de potasio y B) Sorbitol.
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Expresion de ScSsk1 y ScSsk1DA

En cuanto a la caracterizacion de mutantes en el residuo receptor de Ssklp, solo se han reportado estudios en
la proteina de S. cerevisiae > > *"* *%. Ademas, los experimentos de expresion descritos fueron realizados
sobre un fondo genético distinto a los de este trabajo. Por ello, en el laboratorio se quiso evaluar el efecto de
la expresion de Ssk1Asp554Ala (ScSskIDA) de S. cerevisiae, en contraste con KISskIDA, la mutante
equivalente del homoélogo en K. lactis. En la proteina ScSsk1DA se sustituyo el acido aspartico receptor de
fosfatos de la posicion 554 por el residuo alanina.

Expresar la proteina silvestre ScSskl en S. cerevisiae Asskl y AssklAstell, no altera el crecimiento en
medios iso-osmoticos, como se observa en la Figura 18A (panel derecho, lineas 4 y 8). Segun lo esperado, al
inducirla en el fondo AssklAstel ] se recupera el fenotipo resistente a sal, lo que se muestra en la Figura 18B
(panel derecho, linea 8).

Por otro lado, la induccion de ScSsk1DA no tiene un efecto letal en las mutantes Asskl y AsskiAstell,
aunque si parece disminuir el crecimiento en condiciones normales (Figura 18A, panel derecho, lineas 5y 9).
Ademas, su expresion no complementa el fenotipo osmosensible en el fondo Assk/Astell (panel derecho,
linea 9). Esto indica que la mutante ScSsk1DA probablemente activa la via en ausencia de un estimulo
hiperosmético, generando cierta toxicidad por lo que los cultivos no crecen como aquellos donde se
encuentra la version silvestre. Sin embargo, esto no genera un efecto totalmente deletéreo en las células,

como se ha descrito respecto a su expresion en otras mutantes de la via.
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Dilucion del cultivo

A
BY
pPYES
ASSkT=
PYES-ScSsk1
PYES-ScSsk1DA
pPYES
Assk1Aste11 =
pPYES-ScSsk1
PYES-ScSsk1DA
B

BY

pYES
ASsk1 =
pYES-ScSsk1

pPYES-ScSsk1DA

—

PYES

Assk1Aste11 =
pPYES-ScSsk1

pPYES-ScSsk1DA

—

SDC SgalC
KCI.75M KCI.75M

Figura 18 Expresion de las proteinas de S. cerevisiae ScSsk1 y la mutante no fosforilable equivalente, ScSsk1DA.
Crecimiento de las mutantes de S. cerevisiae Asskl y AssklAstell transformadas con la secuencia codificante para
SSK1 de S. cerevisiae (ScSskl) y la mutante puntual SSK1Asp554Ala (ScSsk1DA) en el plasmido pYES. Como
controles: la cepa silvestre (BY), mutantes sin transformar (---) y transformadas con el plasmido vacio (pYES).

Los cultivos se sembraron en A) medio minimo complementado con los aminoacidos necesarios (SDC) y medio con
galactosa como agente inductor (SgalC). B) SDC y SgalC adicionados con KCI .75M. Crecimiento por 24 horas.
Imagenes proporcionadas por Laura Kawasaki, miembro del grupo de investigacion.
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Inmunodeteccion de ScHoglp activo en cepas expresando KlSsk1 y KISsk1DA

De acuerdo con los fenotipos observados de las mutantes en las que se expres6 KISsk1 y KISsk1DA, las
dos formas de la proteina pueden rescatar el fenotipo de sensibilidad a medios hiperosmoticos. Ademas,
AsskiAstel I[pY X142-KISsk1DA] crece como la cepa silvestre en medio rico, sugiriendo que su
expresion no tiene un efecto deletéreo en las células relacionado a su capacidad de activar ScSsk2/22p.
Para determinar el estado de activacion de la via de HOG provocado por la expresion heterdloga de
KISsk1 o KISsk1DA, se realizé un ensayo de inmunodeteccion de ScHoglp, la ultima MAP cinasa de la
cascada de senalizacion. Segun lo esperado, en la cepa silvestre y Asskl que contienen el plasmido vacio,
se detecta ScHoglp fosforilado (su forma activa) sélo en los cultivos expuestos a choque hiperosmotico,
como se muestra en la Figura 19, lera y segunda pelicula. Esta fosforilacion se pierde en AssklAstel ]y
en la cuddruple mutante, lo que correlaciona con la alta sensibilidad de las mutantes a sal (tercera y
cuarta pelicula). Se usd6 como agente estresante NaCl, que por ensayos anteriores en el laboratorio se
sabe que ejerce el mismo efecto que KCI, con la menor concentracion necesaria para activar a ScHoglp.

En la doble mutante AssklAstell transformada con [pYX142-KISskl] o [pYX142-KISsk1DA] se
observa ScHoglp activo (carriles 4 y 6), mas no en la cepa con el plasmido vacio demostrando que la
activacion se debe a la expresion de los genes KISskl y KiSskIDA. Ninguna de las dos proteinas de K.
lactis parece activar constitutivamente la via, pues no se detecta ScHoglp fosforilada en condiciones sin
sal. En todos los casos, la fosforilacion de ScHoglp depende de la presencia de ScSsk2/22p pues la
banda correspondiente a ScHog1p activa se pierde en la cuadruple mutante transformada con los mismos

plédsmidos (1ltima membrana en la figura).

pYX142 KISsk1  KISsk1DA

Figura 19 Inmunodeteccion de fosfo- [4] [6] B
Hoglp ante shock hiperosmético NaCl 5M - + - + - + - +
Las cepas: '

silvestre (By),

Asskl, BY
AssklAstell'y

Assk1Assk2Assk22Astel 1

fueron transformadas con las

construcciones [pYX142], [pYX142-

Klssk1]y [pYX142-KISsk1DA]. Assk1
Se crecieron 12 horas en medio

selectivo y después en medio rico

para ser estimuladas 5 minutos con

NaCl 0.5 M. Se detecto la forma AgskTAste??
fosforilada de ScHoglp con un

anticuerpo anti-p38.  Se utilizaron

extractos de la cepa Apbs (extremo

derecho de lera columna) como ASSKTASSKZ-
control negativo. AsSkZ2Z2Aste11

48 kDa

44



Efecto de expresion KISskl en medios con tunicamicina

Como se menciond anteriormente, ciertos elementos de la via de HOG en S. cerevisiae parecen
participar en la respuesta que se genera ante la acumulacion de proteinas desdobladas, pues se observa
sensibilidad de las mutantes nulas a agentes como tunicamicina o B-mercaptoetanol *°. Sin embargo, no
son todos los componentes de la via los que parecen tener un papel en esta respuesta, ni parecen
funcionar mediante la via UPR hasta ahora descrita. Tampoco se ha reportado el fenotipo ante estas
drogas con mutaciones conjuntas en componentes de la via de HOG. Por ello, se evaluo la forma en que
las mutantes generadas en este trabajo crecen en tunicamicina y si la proteina de K. lactis es capaz de
complementar también los defectos de crecimiento en presencia de la droga.

Aquellas cepas transformadas con KISskl crecen ligeramente mejor que los controles sin transformar o
transformados con el plasmido vacio (Figura 20A, lineas 4 y 6 y Figura 20B, lineas 2 y 4), lo que indica
una posible actividad de KISsk1 para establecer la resistencia a este tipo estrés.

Aunque el crecimiento de todas las cepas en tunicamicina es escaso, el ligero aumento en la densidad de
las gotas observado en  AssklAstelI[pSAL-KISskl] se pierde en las mutantes
Assk1Assk2Assk22Astel I[pSAL-KISsk1] como se muestra en la Gltima linea de goteos de la Figura 16B,
por lo que ScSsk2/22 también pudieran estar implicadas en la sefalizacion a través KlSskl ante los
defectos en la glicosilacion de proteinas producida con tunicamicina. En ningln cultivo se encontraron
fenotipos significativos en medios adicionados con 2-desoxiglucosa, otro agente comtiinmente usado para

generar estrés de reticulo endoplasmico y encender la via UPR.
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Dilucion del cultivo

A
ASSKk1 +
Assk1Aste11 |
[6]
B
YPD Tm 1pg/mL
e e
1
Assk1
3
Assk1Astel1
Assk1Assk2- T
Assk224ste11 E
+
YPD

Tm 1ug/mL 2-DOG

Figura 20 Sensibilidad a tunicamicina en mutantes expresando KISsk1.
Pruebas de crecimiento en gota de la cepa silvestre (BY) y las mutantes que se muestran a la izquierda transformadas ya sea con el
plasmido vacio pSAL, o con pSAL-KISsk1. Cajas de medio rico YPD y YPD con tunicamicina o 2-desoxiglucosa (2-DOG).
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Crecimiento en tunicamicina cepa Assk2Assk22
Otro gen de la rama SLN1 cuya mutacion genera sensibilidad a tunicamicina es SSK2. Por ello, se utilizd
en un principio la disminucién de crecimiento en tunicamicina como método de discriminacion de las
dobles mutantes Assk2Assk22 (Figura 21, mutante 60C). Se encontrdé que la mutante sencilla Assk22 es
resistente a tunicamicina 1pg/mL, de manera similar a la cepa silvestre, mientras que la mutante sencilla
Assk2 si presenta defectos de crecimiento, como se observa en la Figura 22. La cepa Assk2Assk22

presenta sensibilidad similar a la cepa Assk! y a la triple mutante Assk/Assk2Assk22.

Assk2Assk22 Assk2Assk22

v v
Asskl 54C 60C BY  Asskl 54C  60C BY

Dilucién del cultivo

Tm 1 pg/mL

Figura 22 Fenotipo de sensibilidad a tunicamicina de Assk2Assk22

Pruebas de crecimiento por goteo de cepa silvestre (BY), la mutante sencilla Assk/ y dos clonas
(54C y 60C) segregantes de la cuza Assk2 x Assk22. Siembra de diluciones seriales de los cultivos
en medio rico YPD y medio con tunicamicina (Tm) por 48 hrs.

Dilucidn del cultivo

e [

BY

ASsk1

ASSk2

ASSk22

ASSk2ASSk22
ASSK1ASSk2ASsk22

YPD Tm 1pg/mL Tm 1.5 pg/mL

Figura 21 Sensibilidad a tunicamicina. Rama SLN1
Pruebas de crecimiento por goteo de la cepa Silvestre (BY) y distintas mutantes nulas de la rama
SLN de S. cerevisiae sobre medio rico YPD y YPD con 1 y 1.5 pg/mL de tunicamicina.

47



Crecimento de mutantes con alelo szel1::nat en tunicamicina

A lo largo de los experimentos realizados, se detectd una fuerte sensibilidad a tunicamicina en todas las
mutantes de STE/] (Figura 23). Este fenotipo no se ha reportado anteriormente y se asume que sélo la
rama de SLNI participa en la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico. El fenotipo caracteristico de
esterilidad en la mutante sencilla Aste/l fue corroborado en pruebas de apareamiento, asi como el
genotipo stell::KanMX por PCR (Figura 8, cuarto carril). Las dos clonas de la cuadruple mutante
AsskiAssk2Assk22Astel ], en las que el gen STEII fue interrumpido con el casete Nat, son alin mas
sensibles que la mutante sencilla (se muestra una de ellas en la Figura 23). En estas pruebas, se comparo
el crecimiento de las mutantes ste// con las cepas Ahac y Aire. Haclp e Irelp se requieren para activar
la via de respuesta a proteinas desdobladas y como se puede observar, las mutantes cuadruples tienen
defectos similares de crecimiento.

El efecto de la tunicamicina es el mismo en las otras cepas con mutaciones nulas de ste// junto con

componentes de la via SLN (Figura 20, AsskIAstell).

BY
ASSk1Assk2Assk22Aste11
Assk1[pSAL-KISsk1]
Aste11

Aire

Ahac

Tm 1ug/mL Tm 1.5ug/mL

Figura 23 Fenotipo de sensibilidad a tunicamicina en cepas Astel |

Prueba de crecimiento por goteo de la cepa silvestre (BY), la mutante AsskIAssk2Assk22Astel 1, 1a mutante Asskl
transformada con el plasmido pSAL que contiene la proteina de K./actis KISskl y dos mutantes de la via de
respuesta a estrés de reticulo endoplasmico, Aire y Ahac. Siembra en medio rico YPD y dos concentraciones del
tunicamicina.
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Discusion

La via de respuesta a estrés osmotico ha sido ampliamente estudiada en S. cerevisiae y se usa como modelo
para entender diversos aspectos de la transduccion de sefiales, como la regulacion de MAP cinasas,
interacciones cruzadas con otras vias y respuestas transcripcionales globales, entre otros. No obstante, se sabe
poco acerca de cuales mecanismos en este sistema son generales y cudles especie-especificos.

La sefializacion de la via de HOG de S. cerevisiae cuenta con dos ramas en principio redundantes. Con
respecto a la rama SHO, las mutantes Ashol, Acdc42, Aste20, Aste50 y Astell no tienen defectos
significativos de crecimiento en medios hiperosmoticos. De hecho, en otros hongos como C. albicans Sholp
parece tener funciones independientes a la regulacion de Hoglp®. Como Cdc42p, Ste20p y Stel lp también
participan en la respuesta a feromonas y crecimiento filamentoso, las mutantes en estos genes suelen ser
estériles e incapaces de crecer invasivamente. No obstante, su participacion en la via de HOG se detecta
cuando se inactiva a la vez la via SLN. Cepas que carecen de SSK/, SSK2/22 o mutantes condicionales s/n/
conjuntamente con elementos de la rama de SHO1 son incapaces de responder al estrés hiperosmoético y no
se observa en ellas fosforilacion de Hoglp .

Lo mismo sucede con la rama SLN, en la que solo se observan defectos significativos de crecimiento en
medios de alta osmolaridad cuando se inactiva la via de SHOL. Asskl, Assk2Assk22'y AsskiAssk2Assk22 no
tienen un fenotipo notorio en medios con sal y es solo cuando se elimina STE// que se observan
osmosensibles. Las cinasas Ssk2p y Ssk22p tienen una funciéon redundante en esta via ya que las dobles
mutantes Assk2Astel ] o Assk22Astel I resisten tan bien como la cepa silvestre a medios hiperosmoticos y es
solo al eliminar los tres genes SSK2, SSK22 y STEI1 que se provoca osmosensibilidad. Mutantes claramente
sensibles a agentes como KCl, NaCl o sorbitol son Apbs2 (como se observa en la Figura 14B) y Ahogl, los
elementos en los que confluyen ambas vias.

La expresion de Ssklp de K. lactis es capaz de complementar el defecto de osmosensibilidad en las dos
clonas de S. cerevisiae AsskiAstell probadas (Figura 14-Figura 16). Las transformantes que contienen esa
construccion pueden crecer de nuevo en KCl hasta la maxima concentracion probada, de 1M. El rescate del
fenotipo de cepas expresando KISsk1 esta mediado por las proteinas ScSsk2p y/o ScSsk22p ya que mutantes
Assk1Assk2Assk22Astel ] transformadas con el mismo plasmido siguen siendo muy sensibles a sal. Este
resultado indica también que el regulador de respuesta de K. lactis es capaz de activar, probablemente
mediante el mismo fendémeno de union Ssk1-Ssk2, a las cinasas de S. cerevisiae ScSsk2 y/o ScSsk22p.

Se expresaron tanto la version silvestre de KISsklp (K1Ssk1l) como la mutante KISsk1DA en otro vector de
expresion. KISsk1DA tiene una substitucion del dcido aspartico en la posicion 444 del dominio receptor y
experimentos en el grupo de investigacion han demostrado que esta proteina no es fosforilable por KIYpdlp

en sistemas experimentales in vitro e in vivo.
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La expresion de KISsk1 en dos clonas Assk/Astel ] complementa el fenotipo en sal de ScSsklp, pues estas
cepas crecen de la misma manera que Assk/ en medios con y sin KCI (Figura 16).

Sorprendentemente, la mutante KISsklDA también suprime el fenotipo de sensibilidad en las mutantes
AssklAstel I. Dichas transformantes presentan el mismo fenotipo que aquellas en las que se expresa K1Sskl,
tanto en medio rico como en medios de alta osmolaridad (Figura 16 y Figura 17). Se busco también si existen
diferencias en cuanto a al nivel de activacion de ScHoglp en los dos tipos de transformantes evaluando el
nivel de fosforilacion de la cinasa en condiciones normales e hiperosmoéticas. En condiciones normales, no se
detecta ScHoglp fosforilado ya sea bajo la expresion de KISsk1 o KiISskIDA. Al exponer los cultivos a un
ligero choque hiperosmético (de 0.4 M NaCl por 5 minutos) se detectan niveles de ScHogl1p fosforilado con
una magnitud similar a la cepa silvestre (Figura 19).

Lo anterior indica que el regulador de respuesta Ssklp de K. lactis es capaz de acoplarse al sistema de
respuesta a estrés hiperosmotico de S. cerevisiae, transmitiendo la sefal del sistema de fosforelevo hacia la
MAP cinasa ScHoglp a través de ScSsk2/22p para adaptarse ante estimulos de alta osmolaridad extracelular.
Estos resultados son incompatibles con la hipétesis de que en K. lactis el sistema de fosfotransferencia
pudiera regular la via de manera positiva. De ser este el caso, la forma no fosforilada de regulador de
respuesta seria incapaz de activar a KISsk2p (o ScSsk2/22p en el sistema heterdlogo), entendiéndose por
activacion la capacidad de interactuar con las MAPKKKs, liberando su actividad de auto-fosforilacion.
Ademas, la transferencia continua de fosfatos desde el sistema de fosforelevo activo en condiciones normales
para S. cerevisiae, generaria una forma fosforilada (y bajo la misma suposicion, activa) de KlISskl,
encendiendo la via en ausencia de un estimulo hiperosmético. Los fenotipos de crecimiento en medio con y
sin sal asi como la inmunodeteccion de ScHoglp indican lo contrario.

Es por ello que podemos definir a KISskl como un homoélogo funcional de ScSsklp. Sin embargo, se
detectan diferencias fundamentales en los sistemas de respuesta entre ambas especies. Por un lado, impedir la
transferencia de fosfatos hacia KISskl por medio de la substitucion del Asp444Ala, no es suficiente para
producir una proteina constitutivamente activa. Este fenomeno quiza sea dependiente de la cantidad de
moléculas de KISsk1DA presentes y, dado que en el sistema experimental utilizado no se modul6 su
expresion a nivel transcripcional.

Dado que KISskl parece funcionar de manera similar al homoélogo de S. cerevisiae, se esperaria que
KISsk1DA tuviese actividad constitutiva, como se ha descrito en la mutante equivalente ScSsk1Asp554Ala
(ScSsk1DA)?. Saito y colaboradores describieron la mutante del residuo 554, en la que se sustituyo el acido
aspartico por asparagina. En esta proteina no se detecta transferencia de fosfatos radioactivos desde Ypdlp, a
diferencia de la version silvestre. Ademads, su induccion en mutantes As/n/Asskl o Asskl provoca pérdida de
viabilidad asi como una rapida fosforilacion de Hoglp” *>***’. Cabe mencionar que en el estudio detallado
de sustitucion del 4cido aspartico por otros diez residuos distintos, se detectaron variaciones tanto en la
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pérdida de viabilidad celular, como en la expresion de reporteros de la via de HOG *°. Para evaluar el efecto
de expresion de la proteina enddgena de S. cerevisiae y la mutante ScSsk1DA en los fondos genéticos
utilizados en este trabajo, se indujo a ScSskl y ScSsk1DA en Asskl y AssklAstel ]

(Figura 18). Al expresarse la forma silvestre ScSskl, se observa el efecto de complementacion en
AssklAstel 1.

Cuando se indujo ScSskI1DA en las mutantes AsskIAstell y Asskl se detectaron células viables, aunque su
crecimiento es menor comparado con la cepa silvestre o aquellas expresando ScSskl. Esto indica que la
presencia de ScSsk1DA es deletérea para las células. No obstante, la magnitud del efecto toxico parece
variar segun el contexto particular en el que se exprese. A diferencia de la forma no fosforilable de K. lactis,
ScSsk1DA no parece complementar el fenotipo de sensibilidad a sal de la cepa AssklAstel ], quizd debido a
que la actividad de ScSsk1DA provoque una activacion constitutiva en la via de HOG toxica para las cepas,
inclusive antes de ser expuestas a medios con alta osmolaridad.

El hecho de que KISskl sea capaz de complementar la ausencia de ScSskl sugiere que el sistema de
fosforelevo en K. lactis estad encendido bajo condiciones normales. Sin embargo, el sistema debe operar de
manera distinta, dado que mutantes nulas en los componentes s/n/ o ypdl son viables y moderadamente
sensibles a sal o sorbitol. Los fenotipos de osmosensibilidad de las mutantes en elementos cascada abajo pbs2
y hogl son similares entre ambas especies, asi como la identidad de sus secuencias (Figura 24). Ssklp y
Ssk2p comparten menor identidad. En la Figura 25 se muestra un alineamiento de las secuencias de K. lactis
y S. cerevisiae, las cuales comparten 30% de identidad y 40% de similitud. Las regiones conservadas
corresponden al dominio regulador de respuesta, especialmente la region cercana al residuo receptor de
fosfatos. A pesar de esto, Ssklp tiene uno de los valores mas bajos de homologia promedio, dentro de un
grupo de cuarenta genes involucrados en la via, comparando la secuencia de S. cerevisiae con los ortélogos
identificados en otros 19 hongos **. Por ello, es probable que el funcionamiento de ambas vias difiera en este
punto o en proteinas que actiien sobre Ssklp. La mayoria de las levaduras cuentan con mas cinasas de
histidina que reguladores de respuesta *, por lo que es posible que existan més elementos regulando a
KlISsklp que los hasta ahora identificados. La expresion de ScSskl en su forma silvestre y la mutante
equivalente ScSsk1DA en K. lactis podria clarificar si la diferencia de actividad en las vias la confiere

unicamente Ssklp.

Sinl Ypdl Ssk1 Ssk2 Pbs2 Hog
56% 52% 29% 47% 61% 82%

Figura 24 Identidad general de secuencias proteicas entre los ortdlogos identificados en K. lactis en
.7 . .. 42
comparacion con las secuencias de S. cerevisiae ™.

51



10 20 30 40 50 60 70

ScSsk1/1-712 = = = = = = = = = = = = = = = = = = MLNSA STDE VNQP VQFD
G PCDS VDIE

L
KISsk1/1-637 MQEPMNR IRPSSPLSCQRTVTSGS FRGENPIEDTLYNQP

o=
o R
-<

L
T

80 90 100 110 120 130 140 150

Scssk1/1-712 RWR ' ' APKFDNQADNTSSNNTNDNSCRSKSNGA ISGANLSVNSNTKSSVSPTAGS
Kissk1/1-637 RW F SV

YYSAELLEP SHSH KANSNT FVIT

~m
o
<=

160 170 180 190 200 210 220 230

ScSsk1/1-712 DL AKDR AAVPTVAATTNVDFPPNEAPMLSPQRPYSTSPKQFP
KiSsk1/1-637 NL | K - R NR L LHR

240 250 260 270 280 290 300 310

ScSsk1/1- 712KFHSDNQIMASAGLTYVSPHNKNKYTRPLIRKCLNFTTESV D CTYK
KISsk1/1-637 - FNDDN GLRMLS SQHTRAQ QSQSPDDNLKYAYK

< —

N
D

320 330 340 350 360 370 380

NVVDYVPTNEE SQQKTQPTDHGAVGVFHLDDH
S

ScSsk1/1-712 IS
PTSPE LT

L
KiISsk1/1-637 L

mm

LI
TV

ScSsk1/1-712 K
KiISsk1/1-637 S

470 480 490 500 510 520 530 540

ScSsk1/1-712 THSELE
KISsk1/1-637

550 550 600
ScSsk1/1-712 DILINLFTTTSE HK IQ L
KISsk1/1-637 YKVFPR I'N AL DS

650 660 670 680 690 700

[ <k NANBIX EHGGIEAA K 75 5QQNEVE ks NQ@NUY LD S P RS BV VALRA
LKKINANSIK E AAKTSDQQNEVEKSNQQNMVLDEISKFRS

630
ScSsk1/1-712 IAIQ- -- l N- -
KiSsk1/1-637 AT KK NFS SKK

710 720 730 740 750 760 770
sty 2 IV N s s oy
KiISsk1/1-637 SIY TE A F D GCMQALIDFDGWTEGQRRMTDDVLLR-PQIVTARKSQATSTRS
190 qoo 810 820 830 840 850
ScSsk1/1-712 SFKQATSM HSPVRKNSNLSPTQIEL
KISsk1/1-637 V VSSVSTTL DSKYTKSNDCCP

Figura 25 Alineamiento de secuencias proteicas de Ssklp de S. cerevisiae (arriba) versus K. lactis (abajo).

Se muestran aminoacidos similares en el mismo color (criterio ClustalX) y los dominios reguladores de respuesta reconocidos por
analisis in silico con cajas de colores. El acido aspartico receptor se indica en letras y caja roja en la posicion 614.

Alineamiento global tipo Needleman-Wunsch resultado del programa Needle-Emboss y editado en Jalview. Secuencias utilizadas
S. cerevisiae: Uniprot Q07084, K. lactis : Genolevures KLLAOE09505p.
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Por otra parte, se encontraron en las mutantes fenotipos relacionados con defectos en la glicosilacion de
proteinas. La tunicamicina se emplea para generar estrés de reticulo endoplasmico pues provoca la

22, 44, 45, 46 poridiando el

acumulacién de proteinas con defectos de N-glicosilacion dentro del reticulo
fendomeno en S. cerevisiae, se encontraron en estas condiciones cambios en la expresion de alrededor de 100
genes que no estan directamente involucrados con la via de respuesta a proteinas desdobladas (UPR) o con la
degradacion de proteinas asociadas a reticulo endoplasmico (ERAD), el otro proceso asociado a este tipo de
estrés *°. Entre esos genes se encuentran algunos involucrados en la via de respuesta a estrés de pared celular
y estrés hiperosmotico; las mutantes Apbs y Ahog son sensibles a tunicamicina, pero hasta ahora no se sabe
si en dichas mutantes hay defectos en la via UPR. El estudio de estas mutantes revela que no hay cambios en
los eventos necesarios para que se transmita la sefial de la via UPR al nticleo o en la respuesta transcripcional
tipicamente generada en esta via®. En ese estudio, se observé también que es necesaria la actividad de cinasa
tanto de Pbs2p como de Hogp para que las células sobrevivan en medios con tunicamicina. Hasta ahora, no
se ha reportado sensibilidad de cepas con defectos en la via de SHO1.

Buscando més componentes de la via de HOG que pudiesen estar involucrados en generar resistencia a
tunicamicina asi como fenotipos relevantes de los fondos genéticos utilizados, se encontrd que S. cerevisiae
Asskl y la doble mutante Assk2Assk22 no crecen como una cepa silvestre. El efecto parece ser sobre el
mismo mecanismo, pues al eliminar los tres genes SSK/, SSK2 y SSK22 en la triple mutante, no se observa
un efecto aditivo en la sensibilidad a tunicamicina.

Cuando se inactiva ScStellp, es necesario interrumpir los dos genes SSK2 y SSK22 para prevenir la
fosforilacion de Pbs2p, por lo que ScSsk2p y ScSsk22p se consideran proteinas redundantes. ScSsk2p es
alrededor de 250 residuos mas grande que ScSsk22p, comparten una identidad global del 44% y tienen
dominios de cinasa tipo Serina/treonina altamente conservados. La region descrita en ScSsk2p que se une a
ScSsklp (Ssk1BD) no comparte tanta similitud con ScSsk22p; sin embargo, se asume que ScSsk22p es
activada del mismo modo; por la union de ScSsklp en un proceso de autofosforilacion intramolecular y
formando posiblemente homodimeros *°. En este trabajo, se detectd una diferencia de funcion entre estas dos
cinasas, estando ScSsk2p implicada en conferir resistencia a la toxicidad de tunicamicina, mientras que
ScSsk22p no. Esto favorece la nocion de que el mecanismo por el que esta levadura utiliza componentes que
participan en la via de HOG es distinto al que utiliza para responder a estrés generado por defectos en la N-
glicosilacion de proteinas. Los fenotipos mencionados no se observan en medios con el otro agente usado
como estresor de reticulo endoplasmico (2-desoxiglucosa), por lo que es necesario determinar si la diferencia
de actividad observada en estas proteinas no se debe a alteraciones de glicosilacion en su propia estructura (el
analisis in silico de las dos secuencias con el software Prosite, predice alrededor de 10 y 20 sitios potenciales

de N-glicosilacion en ScSsk2p y ScSsk22p, respectivamente).
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En K. lactis, las proteinas de la rama SLN1 también son sensibles a tunicamicina, en rangos de concentracion
menores a la cepa utilizada de S. cerevisiae. Las mutantes de S. cerevisiae AsskiAstell transformadas con
[pPSAL-KISsk1] crecen ligeramente mejor en tunicamicina que las cepas control, por lo que KISsk1 puede ser
también un homoélogo funcional en la respuesta que se genera en S. cerevisiae ante inhibidores de la N-

glicosilacion.

Conclusiones

En este trabajo se investigd el papel del regulador de respuesta Ssklp de K. lactis, dentro del sistema de
respuesta a estrés hiperosmotico de S. cerevisiae.

La proteina KlISsk1p es capaz de complementar los defectos de osmosensibilidad que muestran las mutantes
de S. cerevisiae AsskiAstell. El fendémeno de complementacion se pierde al expresar dicha proteina en
mutantes AsskIAssk2Assk22Astel I. Esto indica que la actividad de KlISsklp es similar a la del homdélogo
ScSsklp y que puede activar a las MAPKKKs ScSsk2p y ScSsk22p ante estimulos de alta osmolaridad
extracelular para encender la via de HOG en esta levadura.

La mutante KISsk1DA no recibe grupos fosfato en el dominio regulador de respuesta. Al expresar KISsk1DA
en S. cerevisiae, no disminuye la viabilidad celular y al igual que con KlSsklp, se restaura el fenotipo
osmoresistente en las mutantes Assk/Astell, transmitiendo la sefial mediante ScSsk2/22p. De esta manera,
comprobamos que la version no fosforilable de KISsklp es activa en condiciones de hiperosmosis, y su
expresion en el fondo genético mencionado no produce un fenotipo letal.

El estado de fosforilacion de ScHoglp concuerda con los fenotipos observados tanto para KlSsklp como
KlISsk1DA.

Con estos resultados concluimos que, pese a la diferencia de fenotipos en otras mutantes del sistema de
fosforelevo, Sskl de K. lactis es un homodlogo funcional en la via de respuesta a estrés hiperosmético de S.
cerevisiae.

Respecto a las mutantes analizadas en S. cerevisiae, existe una diferencia funcional entre las cinasas ScSsk2p

y ScSsk22p en cuanto a la respuesta necesaria para resistir a agentes inhibidores de la N-glicosilacion.
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