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RESUMEN

Los organismos poseen diversos mecanismos para incrementar su variabilidad genética,
uno de estos es la duplicacién génica; este proceso genera dos copias de un mismo gen,
que son llamados “genes paralogos”. Los pares de genes paralogos pueden conservar su
funcién, o la nueva copia puede adquirir funciones o especializaciones nuevas.

Los genes pardlogos SSK2 y SSK22 de la levadura Saccharomyces cerevisiae codifican para
dos proteinas (Ssk2p y Ssk22p, respectivamente) que participan en la via de respuesta a
estrés osmotico, denominada via HOG (High Osmolarity Glycerol); el objetivo de la via es
la fosforilacién de la MAP cinasa Hoglp, que a su vez activa a diversos genes que le
permiten a la célula responder a condiciones hiperosméticas. Ssk2p y Ssk22p son
activadas por la via del fosforrelevo, para posteriormente fosforilar a Pbs2p, la MAPKK que
activa a Hoglp.

Ademas de ser parte de la via HOG, diversos componentes de ésta via participan en la
respuesta a Estrés de Reticulo Endoplasmico (ERE).

En el presente trabajo, mediante ensayos de diluciones seriadas, observamos diferencias
fenotipicas de mutantes nulas Assk2 y Assk22 en presencia de tunicamicina, una droga
inhibidora de la glicosilacion de proteinas. Aunque comprobamos, mediante la expresion
de un gen reportero, que éstas células inducen la via clasica de respuesta a proteinas mal
plegadas, son sensibles a la tunicamicina, lo que sugiere que existe otra via para
responder a éste estimulo.

Utilizando un ensayo de complementacion de fragmentos de proteinas observamos que
las interacciones de Ssk2p y Ssk22p son distintas cuando las células se estimulan con
tunicamicina. Posteriormente observamos que mutantes nulas de algunos genes que
codifican para interactores de Ssk2p son sensibles a tunicamicina, lo que sugiriere que
participan en la respuesta a ERE y que pueden formar parte de una via.

Nuestros resultados indican que Ssk2p tiene un papel mdas importante que Ssk22p en la
respuesta a ERE inducido por tunicamicina, lo que sugiere que para éste sistema no son

redundantes y han divergido en sus funciones.



ABSTRACT

Living organisms have several mechanisms to increase genetic diversity; one of which is
gene duplication, a process that generates two copies of a given gene, these copies are
called “paralogous genes”. Paralogous genes pairs may conserve their function, or the
arising copy can acquire new functions or specializations.

Saccharomyces cerevisiae’s paralogous genes, SSK2 and SSK22 code for two proteins
(Ssk2p and Ssk22p, respectively) that participate in the HOG (High Osmolarity Response)
response; whose goal is MAPK Hoglp phosphorylation, in order to activate several
hyperosmotic conditions responsive genes. After being activated by a phosphorelay
system, Ssk2p or Ssk22p phosphorylate the MAPKK Pbs2p, which now is able to activate
Hoglp.

Besides activating the HOG pathway, many of its components also participate in the
Endoplasmic Reticulum Stress (ERS) response.

In this work, using serial dilution spotting assays, we observed phenotypic differences in
Assk2 and Assk22 null mutants in tunicamycin-containing media, a protein-glycosylation
inhibitor. By the use of a reporter gene, we proved that these cells are able to mount the
classic unfolded protein response, but are tunicamycin-sensitive though, these data
suggests that there may be another response pathway to this stimulus.

By a protein-fragment complementation assay, we observed that Ssk2p and Ssk22p’s
interactions are different when cells are stimulated with tunicamycin.

Later, null mutants for Ssk2p interactors were grown in tunicamycin and proved to be
sensitive to such condition, suggesting that those proteins participate in the ERS response
and may be part of a pathway.

Our results point out that Ssk2p has a more prominent role than Ssk22p in the
tunicamycin-induced ERS response, suggesting that in this system both proteins have

diverged in their function and are no longer redundant.



INTRODUCCION

Genes Pardlogos

Una estrategia que permite una mayor adaptabilidad a la célula es la duplicacién génica,
ya que esto permite la apariciéon de material genético que sirve como materia prima para
generar diversidad e incluso la apariciéon de nuevas funciones. Los eventos de duplicacién,
a cambio de la ganancia en material que genera diversidad, tienen un costo en la
estabilidad del genoma, que se contrarresta con pérdidas de material genético,

mutaciones y reorganizacion del genoma.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se han encontrado diversos bloques que sugieren
que existié un evento de duplicacion de todo el genoma previo a la divergencia entre esta
levadura y Kluyveromyces lactis. Aunque el genoma de S. cerevisiae no es mucho mas
grande ni tiene muchos mas genes que levaduras cercanas que no sufrieron el evento de
duplicacién, existe evidencia de dicho evento debido a la sintenia de diversos genes
paralogos, aunque se calcula que cerca del 88% de los genes duplicados originales se

perdieron.

Los eventos de duplicacidn génica, locales o del genoma completo generan dos o varias
copias de un gen en diferentes posiciones a lo largo del genoma. Este proceso es
fundamental en la aparicion de genes funcionalmente distintos. Se dice que la copia de un
gen es perfecta si, después del evento de duplicacién la delecién de una u otra copia no
genera ningun fenotipo medible. Probabilisticamente, este tipo de eventos es muy raro vy,
de llegar a suceder, su tasa de fijacidon es baja, debido a la presencia de la otra copia
igualmente funcional. Los genes paralogos pueden identificarse debido a que suelen
encontrarse en regiones adyacentes a otros genes paralogos con el mismo orden y
orientacién, aunque estas regiones no suelen ser muy extensas debido a reorganizacidn

de los cromosomas y a deleciones (Kellis et al., 2004).

Aunque el proceso por el cual se conservan o pierden estas copias de genes aln no se ha

definido claramente, se han sugerido diversos modelos y mecanismos.



En el modelo denominado de mutacién durante la no funcionalidad (MDN, Mutation
During Non-functionality), estos genes paralogos aumentan la variabilidad de al menos
una de las copias, debido a la disminucidn en la presidn selectiva. La copia emergente
puede acumular todo tipo de mutaciones (transiciones, transversiones, cambios del marco
abierto de lectura, aparicion de codones de paro, inversiones, deleciones, etc.) aleatorias,
que seran neutrales y, en consecuencia, puede ser silenciada o volverse una secuencia de
DNA no codificante que puede mantenerse por seleccidn positiva Darwiniana o deriva
génica. La seleccion positiva sélo se mantendrd siempre que el gen siga siendo expresado
y los cambios en la secuencia de aminoacidos tengan un efecto sobre la funcién de la
proteina que se vean reflejados en la adecuacién del organismo. En el caso en que el gen
pierda su expresion, dificilmente podra recuperarla, debido a que la afectacion de nuevas
mutaciones serd nula y provocard que se vuelva un pseudogen y, de volver a ser
expresado, lo mds probable sera que simplemente sea una secuencia sin funcién alguna,
fijada solamente por deriva. En este aspecto, el modelo no considera que las mutaciones
en la copia del gen pueden provocar una disminuciéon en la adecuacién del individuo,
debido a que la proteina codificada puede interactuar con otras proteinas y esa
interaccion puede ser anémala. Ademas, en organismos poliploides, un individuo
homocigo para ese gen mutado tendrd una deficiencia adaptativa muy marcada. No
obstante este fendmeno, en el que sélo una copia del gen tiene una tasa de mutacién mas
alta, sucede en la mayoria de genes paralogos, al menos en S. cerevisiae (Gu et al., 2003; Li

et al., 2010).

Un proceso mas comun sucede cuando el gen ancestral posee dos funciones; entonces un
evento de duplicacién puede llevar a la especializacién de cada gen nuevo en sélo una
funciéon, respectivamente. Durante este proceso, ninguno de los genes pasa por un
periodo de no funcionalidad; cada nuevo gen se especializa en una funcién especifica de
las que tenia el gen ancestral y, en el caso de organismos pluricelulares, mediante cambios
en su expresion, ya sea general o tejido especifica, o adquiriendo cambios que provoquen
la pérdida de alguna de las funciones originales mediante seleccién natural que limita la

frecuencia de sélo algunos aminodcidos en posiciones a lo largo del gen. Estos eventos



pueden atravesar una etapa donde se pierda la expresion o funcion de alguna copia,
debido a que dicha mutacidn sera neutral, pero aun asi puede ser fijada por deriva génica.
También se ha propuesto lo inverso: a partir de dos genes que recombinan de forma
adecuada se genera un solo gen nuevo con dos funciones. En este caso, también es
necesario un evento previo de duplicacion génica, y una posterior recombinacién que
fusione ambas regiones génicas que pudieron ser parte de un gen activo o no, por lo que
en este caso no es necesaria la acumulacién de mutaciones neutrales u otros procesos de

variabilidad para dar lugar a la subfuncionalizacion (Hughes, 1994).

Otra posibilidad es la conservacion de la funcion en ambos genes. Esta situacion,
considerablemente mas compleja, requiere de la duplicacién perfecta de un gen existente
para crear una copia redundante sin errores y evitar el silenciamiento y modificacién
producidos por mutaciones. Las ventajas de conservar proteinas con funciones
redundantes en el genoma son beneficios debidos a la dosis de cada proteina, pleiotropia

y funciones convergentes debidas a estructuras comunes (Krakauer & Nowak, 1999).

Via de respuesta a estrés osmoatico

Entre las diversas condiciones ambientales a las que se enfrenta la levadura S. cerevisiae,
existe el estrés osmatico. En esta situacion, el medio extracelular tiene una concentracion
de soluto suficientemente alta para comprometer la turgencia de la célula, que puede
desencadenar alteraciones en la estructura de la pared celular e incluso la muerte de la
célula. Para adaptarse a dichas condiciones hiperosméticas del medio la célula posee una
via de MAP cinasas llamada “via HOG” (High Osmolarity Glycerol). Su nombre se debe a
gue para contrarrestar la hiperésmosis, produce el osmolito glicerol que incrementa la

concentracion intracelular de soluto y le permite estabilizarse osméticamente.

La via HOG se compone de 2 mecanismos que convergen en la activacion de la MAPKK
Pbs2p, que es la encargada de fosforilar a Hoglp, la cual a su vez migra al nucleo y activa a
los factores transcripcionales de respuesta a estrés osmadtico. Dichos mecanismos son las

vias o ramas de SHO1 y de SLN1.



En condiciones hiperosmaticas, la via de SLN1 regula negativamente la dimerizacion de
Ssklp con Ssk2p o Ssk22p mediante un sistema de fosforrelevo. Cuando el medio es
isoténico, el sensor transmembranal SInlp se autofosforila y transfiere un fosfato a la
histidina fosfotransferasa (HPt) Ypdlp, que finalmente fosforila a Ssklp. En su estado
fosforilado Ssklp permanece en estado monomérico. En condiciones hiperosméticas, el
sistema de fosforrelevo se apaga y Ssklp, en su estado desfosforilado, es capaz de formar
un dimero con las MAPKKK’s Ssk2p o Ssk22p. Ssklp se une al dominio autoinhibitorio de
Ssk2p/Ssk22p, induciendo su autofosforilacidn, que les permite asociarse y fosforilar a la
MAPKK Pbs2p (Figura 1). En mutantes nulas Asin1, la actividad de Ssk2p induce letalidad
por la activacién constitutiva de Hoglp, mientras que Ssk22p es incapaz de activarla a
niveles letales. Ambos casos probablemente se deben a diferencias en su expresién o
actividad, aunque esto no ha sido investigado en detalle (Posas & Saito, 1998; Posas et al.,

1996; Vladimlr et al., 2003).

La segunda via (SHO1), tiene un mecanismo distinto para activar a Hoglp. En este caso, se
reclutan diferentes proteinas auxiliadas por proteinas de andamiaje, como la propia
Sholp, Opy2p y Ste50p. Hkrlp y Msb2p son propiamente los sensores de la via,
detectando cambios en el medio utilizando sus regiones ricas en serina y treonina (STR,
Serine Threonine Rich), las cuales estan altamente glicosiladas y provocan cambios
conformacionales en Sholp. Cuando Hkrlp y Msb2p se activan por condiciones
hiperosmadticas, reclutan a Sholp que se une mediante un dominio SH3 de su extremo
amino a Pbs2p, la cual es activada por la MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK) Stellp,
ademas requiere a la cinasa Ste20p, la GTPasa Cdc42p y Ste50p (Figura 1) (Maeda et al.,
1995; Raitt et al., 2000).



Estrés osmotico

Factores transcripcionales

Figura 1. Via HOG de respuesta al estrés osmético. La figura muestra ambas
ramas de la via de respuesta a estrés osmatico de la levadura Saccharomyces
cerevisiage. Cuando el medio es hiperosmético, la actividad de Sinlp es
suprimida, lo que hace que Ypdlp pase a su estado desfosforilado; ésto
provoca la desfosforilacion de Ssklp, que forma un dimero con Ssk2p, para
gue ésta pueda fosforilar a Pbs2p. En la otra rama, al ser activados Msb2p y
Hkrlp por el estrés hiperosmético, activan a Sholp que recluta a Stellp y
Pbs2p. Ste20p, que es llevado a la membrana por Cdc42p, fosforila a Stellp
gue a su vez fosforila a Pbs2p. Pbs2p al ser fosforilado por cualquier rama,
recluta y fosforila a Hoglp, que pasa a su forma activa, transportandose al



nucleo y activa a sus genes blanco (Modificado de Klipp & Liebermeister,
2006).

Estas dos ramas de sefializacion de estrés osmadtico convergen en la MAPKK Pbs2p, que es
fosforilada en los residuos Ser’** y Thr*®. La forma fosforilada de Pbs2p es la forma activa
gue finalmente fosforila a la MAPK Hoglp, el homdlogo en la levadura de la MAP cinasa

p38 activada por estrés en mamiferos.

174 v Tyr'’® promueve su translocacion del

La fosforilacién de Hoglp en sus residuos Thr
citoplasma al nucleo mediante la proteina pequefia de uniéon a GTP Ran-GSP1 y el factor
de importacidon nuclear Nmd5p. En el nucleo, Hoglp desencadena cambios en la célula,
entre los que estan la detencién del ciclo celular, la regulacién de la traduccidn, la
induccién/represion de diversos genes y la retencion y sintesis de glicerol (por lo que
recibe su nombre). Hoglp modifica la transcripcion de cerca del 5% de los genes de la
levadura. Aunque se ha reportado que el paso de Hoglp del citoplasma al ndcleo es
independiente tanto de su actividad de cinasa como de su estado de fosforilacidn, esta

ultima sélo cambia el equilibrio de este transporte, acelerando su paso hacia el nucleo y

promoviendo su actividad transcripcional (Reiser et al., 1999).

Hoglp activa la transcripcion de diversos genes, entre los que se encuentran MSN1, MSN2
Y MSN4, que son factores de transcripcion de respuesta general a estrés, Hotlp (High-
Osmolarity induced Transcription), el cual se asocia al factor transcripcional Msnlp y
modifica la expresion de GPD1 y GPD2, genes fundamentales de la via de sintesis de
glicerol. También regula fuertemente la expresion de STL1, que codifica para un homdlogo
de la familia de los transportadores de azlcares. Para la regulacién de STL1 es dispensable
la fosforilacién de Hoglp, ya que también es importante su interaccién con Rpblp y
Rpb2p, subunidades a y B de la RNA polimerasa Il, que le permite reclutarla
independientemente de Hotlp. Hoglp regula también a Skolp, un represor activo de
genes de respuesta a estrés osmotico, que le permite reclutar los complejos SAGA y

SWI/SNF, para volverse un activador y reclutar a la RNA polimerasa Il para activar la
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transcripcion de sus genes blanco. Por ultimo estda Smplp, un activador transcripcional
directamente activado por Hoglp y que regula la respuesta a estrés osmoético (Alepuz et

al., 2003; Rep, 2000; Rep et al., 1999).

Hoglp activa ademas (mediante su actividad catalitica) su propia represion al activar
fosfatasas de serina/treonina y tirosina, entre las cuales destacan Ptp2p y Ptp3p. Ptp2p es
el regulador negativo mas importante; retiene y desfosforila a Hoglp en el nucleo. Ptp3p
por su parte, se asocia con y desfosforila a Hoglp en el citoplasma. La inactivacién de
Hoglp es asegurada ademas mediante su exportacién del nucleo hacia el citoplasma
mediada por el receptor Xpolp, que reconoce una senal de exportacion nuclear (NES
Nuclear Export Sequence). Esta retroalimentacion negativa asegura que la via HOG sélo
permanezca activa en tanto persista el estrés osmotico y no se altere el estado normal de
la célula cuando las condiciones del medio vuelven a la normalidad (Ferrigno et al., 1998;

Mattison & Ota, 2000; Murakami et al., 2008; Reiser et al., 1999).

Respuesta a proteinas mal plegadas

Las proteinas transmembranales y las que se secretan deben atravesar el reticulo
endopldsmico para que sean plegadas correctamente y obtengan una adecuada
estructura terciaria. Sélo cuando una proteina finaliza su proceso de plegamiento
adecuadamente puede salir del reticulo y dirigirse a su destino final. En la levadura, ambos
procesos, de plegamiento y salida del reticulo, son monitoreados por distintas proteinas
como Kar2p, Scjlp (Chaperonas), Pdilp, Euglp (Disulfuro isomerasas) y Fkb2p (Peptidil-
prolil cis-trans isomerasa). A todas ellas se les conoce como proteinas reguladas por
glucosa (GRP Glucose-Regulated Proteins), debido a que su sintesis es activada por la
privacién de glucosa, pero ademas se activan durante diversos tipos de estrés, uno de los
cuales es el estrés del reticulo endopldsmico. Estas proteinas estdn conservadas en los

eucariontes y se localizan en el lumen del reticulo.
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A lo largo de la vida de la célula se puede comprometer la capacidad del reticulo
endoplasmico para plegar proteinas. Existen diferentes condiciones que provocan este
fendmeno; entre estas esta la privacion de glucosa, condiciones reductoras, la alteraciéon
en las concentraciones de calcio intracelular, infeccidn viral o defectos en la glicosilacion
de las proteinas. La acumulacién de proteinas desdobladas puede ser téxica, por lo que la
célula activa la via UPR (Unfolded Protein Response) (Figura 2), cuyos efectores fueron
descritos por primera vez en S. cerevisiae. Dicha respuesta consiste esencialmente de tres
fases. La primera consiste en un cambio en la carga de proteinas que entran al reticulo,
disminuyendo la sintesis de proteinas y su translocacién al mismo. La segunda fase es de
adaptacion a largo plazo y consiste en un incremento de la capacidad del reticulo para
contender con las proteinas desdobladas; implica la activacidn transcripcional de ciertos
genes, entre los que estdn los que codifican para la maquinaria de plegamiento. Si
después de estas dos fases la capacidad del reticulo sigue comprometida, se inicia un

tercer mecanismo, la muerte celular (Lin et al., 2007; Zhang & Kaufman, 2004b).

La acumulacién de proteinas mal plegadas puede resultar de distintos tratamientos a la
levadura: con tunicamicina, con 2-desoxi-D-glucosa o por privacién de glucosa, que
previenen la glicosilacién de las proteinas. El DTT y el 2-mercaptoetanol son agentes
reductores que previenen la formacién de enlaces disulfuro. La sobreexpresion de
proteinas mutantes que requieren la via secretora y por lo tanto la sobrecargan y se
acumulan en el reticulo. Ademads, en células de mamifero se pueden utilizar agentes que
alteren la concentracién de calcio en el reticulo como el A23187 o la tapsigargina (Mori et

al., 1996).

La tunicamicina es un antibidtico producido por Streptomyces lysosuperficus; su actividad
principal es la inhibicién de los primeros pasos de la sintesis de N-oligosacaridos, aunque
se ha descrito que puede llegar a inhibir la sintesis de proteinas. Este antibiético es la
mezcla de diez compuestos nucleosidicos muy similares que tienen cadenas laterales de
hidrocarburos de distintos tamarios (Itoet al., 1980). En S. cerevisiae la tunicamicina inhibe
a la UDP-N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa, enzima codificada por el gen ALG7, que
se encuentra en la membrana del reticulo endopldsmico. La inhibicién de esta enzima
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induce estrés de reticulo endoplasmico, aunque igualmente se ha descrito que induce

arresto del ciclo celular en G1 (Arnold & Tanner, 1982; Barnes et al., 1984).

Lumen del Reticulo

Estrés
Basal :
&
Ire1p
Citoplasma Edicion del RNA
mRNA HAC7 2
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Figura 2. Via de respuesta a estrés por acumulacion de proteinas mal
plegadas. La figura muestra la via de respuesta a estrés de reticulo
endoplasmico presente en la levadura S. cerevisiae. En condiciones normales
Irel se encuentra como mondmero y HACI1 es traducido con muy poca
eficiencia. Cuando hay una acumulacién de proteinas desdobladas y, por
consecuencia, estrés de reticulo endoplasmico, Irelp se dimeriza, se
transautofosforila y procesa a HAC1 para que sea capaz de inducer la
transcripcion de sus genes blanco. Modificado de Ron & Walter, 2007.

En S. cerevisiae Irelp y Kar2p monitorean la presencia de proteinas mal plegadas en el

reticulo endoplasmico.

Irelp es una proteina con un cruce transmembranal que reside en el reticulo
endopldasmico. Contiene una sefial de localizacidon para el reticulo en su extremo amino-

terminal, y dos dominios en su extremo carboxilo terminal, uno de actividad de cinasa de
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serina/treonina y otro de endorribonucleasa. Entre estas dos regiones se encuentra una
sefial de localizacién nuclear que es reconocida por importinas. Irelp sélo es necesaria en
condiciones que promueven estrés del reticulo endopldsmico, y su ausencia no interfiere
con la viabilidad celular. Irelp es capaz de percibir indirectamente la presencia de
proteinas desdobladas por medio del monitoreo de la concentracidn de Kar2p, aunque
también se ha propuesto que puede percibirla directamente, ya que segln su estructura
cristalografica, al dimerizarse forma un surco similar al del complejo principal de

histocompatibilidad, en el que puede caber un péptido no plegado (Shamu et al., 1994).

En condiciones normales, Kar2p (proteina de la familia de las chaperonas HSP70, Heath
Shock Proteins) esta asociada a la cara luminal de Irelp; cuando la concentracién de
proteinas mal plegadas en el reticulo aumenta, Kar2p se separa de Irelp y se asocia a las
proteinas mal plegadas. Cuando Irelp estd libre, pasa a su estado activo, se oligomeriza y
transautofosforila. Esta fosforilacidon estimula su actividad de endorribonucleasa y procesa
a HAC1, su unico sustrato conocido. En su estado basal HACI contiene un intrén que
impide su traduccién eficiente; éste se procesa cuando se activa la UPR y los exones son
ligados por la ligasa de RNA Trllp. Este procesamiento es independiente de la actividad
del “spliceosoma”, y requiere de la presencia de una secuencia especifica tallo-asa que es
reconocida y procesada por Irelp. La version madura del mRNA de HACI se traduce con
una mayor eficiencia y su producto, Haclp, un factor de transcripcidon con un zipper basico
de leucina puede translocarse al nicleo donde se une en dimeros a secuencias de DNA de
22 pares de bases llamadas elementos de respuesta a proteinas desdobladas (UPRE) que
se localizan en genes de respuesta al estrés del reticulo endoplasmico, algunos de los
cuales codifican para chaperonas, otros para transportadores y otros para proteinas
involucradas en la sintesis de lipidos. La transcripcidon de esos genes permite finalmente

restablecer la capacidad del reticulo para plegar proteinas adecuadamente (Figura 2).

La UPR también controla, mediante Irelp, la activacion de la degradacién asociada al
reticulo endoplasmico (ERAD — Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). La ERAD
es un proceso de retrotranslocacién de proteinas mal plegadas hacia el citosol, donde
posteriormente son degradadas por el proteosoma. No obstante, cuando la agregacién de
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proteinas desdobladas es severa, la célula cuenta con una via alternativa, la autofagia,
proceso mediador de la degradacién de organelos, pero cuando es inducido por la UPR se

produce una degradacion selectiva del reticulo (Ron & Walter, 2007).

Ssk2 y Ssk22

Los genes pardlogos SSK2 y SSk22 (MAPKKK's) de S. cerevisiae codifican para dos proteinas
involucradas en la transduccidn de sefiales en la via HOG. SSK2 es un gen de 4739 pares de
bases que se encuentra en el cromosoma 14, mientras SSK22 tiene 3995 pares de bases y
se encuentra en el cromosoma 3. A nivel de secuencia de nucleétidos presentan un 62%
de identidad, mientras que en su secuencia de aminodcidos presentan un 52.5% de
identidad. Ambos genes surgieron a partir del evento de duplicacién del genoma de

Saccharomyces y son sinténicos (Figura 3).

Dominio de unién a Sski Dominio de cinasa

204-413 1266-1558
0 100 200 300 400 500 600 700 800 000 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Sskz | ‘ /
Ssk2? [
o 100 200 300 400 500 800 700 800 200 1000 1100 1200 1300
Dominio de unién a Ssk1 Dominio de cinasa
98-179 1034-1310
Escala de identidad
l Noting deecied % W%  #% 0%  60% 0%  80%  90%  100%

Figura 3. Ssk2p y Ssk22p. Esquema del alineamiento de la secuencia de
aminodacidos de Ssk2 y Ssk22 obtenido con LALNVIEW. El alineamiento se
realizé con el software SIM, utilizando la matriz de comparacién BLOSUM62,
en el sitio de Expasy (http://expasy.org/tools/sim-prot.html).

En el alineamiento de la secuencia de aminodcidos se puede observar que la zona de
mayor identidad entre Ssk2p y Ssk22p es el extremo carboxilo, donde se encuentra su
dominio de cinasa (aminodcidos 1034-1310 en Ssk22 y 1266-1558 en Ssk2). La region
adyacente tiene un buen grado de conservacién, hasta llegar a la region donde se
encuentra el dominio de unién a Ssklp (Aminoacidos 294-413 en Ssk2 y 98-179 en

Ssk22p). En el extremo amino Ssk2p presenta una regién extra de aminoacidos.
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En la base de datos de S. cerevisiae (“SGD Project”)(al 28 de mayo de 2013) aparecen
distintos dominios de unidn para Ssk2p y Ssk22p. Para Ssk2p aparecen 3 dominios de
unién para Sok2p (Regulador de cinasas dependientes de AMP ciclico), mientras que para
Ssk22p aparecen dominios de unién para Skn7p (Segundo regulador de respuesta de la via
del fosforrelevo de SLN1), Fkh1p (Regulador negativo de la elongacidn de la transcripcion)

y Reb1p (Potenciador de la RNA polimerasa I).

La funcidon de estas proteinas se ha descrito como redundante, aunque sélo se ha hablado
de diferencias en su actividad en el sistema de transduccién de HOG y en la fuerza de su
interaccion con Pbs2p. Sin embargo, no se ha descrito si estas diferencias son relevantes.
Ademas de esas diferencias, que sélo se refieren a cambios en la eficiencia en la actividad
de ambas proteinas, no se han descrito diferencias en los sustratos de ambas proteinas o
en otras actividades (Maeda et al., 1995; Posas et al., 1996; Tatebayashi et al., 2003).
Incluso en esos trabajos la mayoria de los experimentos se realizaron en un fondo de
doble mutante Assk24Assk22, y las complementaciones se realizaron por lo general con

Ssk2p.

Pero hay datos que sugieren que puede haber diferencias en el papel que tienen dentro
de la célula; por ejemplo, se ha reportado sensibilidad distinta entre mutantes de ssk2 y
ssk22 a DTTy Tm (“SGD Project,” n.d.). También estan anotados diferentes interactores de

cada proteina en las bases de datos.

En este trabajo se presentan las interacciones de Ssk2p y Ssk22p, en diferentes
condiciones de estrés y la caracterizacion de su participacion en la resistencia a

tunicamicina.
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ANTECEDENTES

Se han reportado genes pardlogos involucrados en el metabolismo y en el crecimiento
celular cuyas funciones han divergido a través del tiempo (Kellis et al., 2004). Entre esos
genes no se encuentran SSK2 y SSK22, por lo que aun se consideran redundantes. En este

trabajo se describen evidencias de que para algunas funciones no son redundantes.

Se ha observado que la via de HOG esta involucrada en la respuesta a tunicamicina (Tm),
ya que las mutantes de esta via presentan sensibilidad al antibidtico. En particular se ha
visto que mutantes de la rama del fosforrelevo tienen deficiencias de crecimiento en Tm,
mientras que una mutante de SHO1 crece adecuadamente. En el laboratorio observamos
gue las mutantes de SSK2 y SSK22 muestran diferentes grados de sensibilidad a la
tunicamicina, por lo que nos propusimos estudiar con mas detalle su participacién en la

respuesta a este tipo de estrés, determinando sus interacciones proteina-proteina.
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HIPOTESIS

La participacién de Ssk2p y Ssk22p en la respuesta a estrés osmatico en S. cerevisiae es
redundante, pero proponemos que en la respuesta al estrés del reticulo endopldsmico
inducida por tunicamicina actian de forma distinta, por lo que cumplen funciones
diferentes a las de la via HOG, incluyendo ademas, diferencias en sus interacciones

proteina-proteina.
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OBIJETIVOS

Clonar SSK2 y S5k22 y observar el efecto de su expresidn en cepas mutantes nulas
de SSK2 y SSK22.

Buscar si Ssk2p y Ssk22p estdn involucrados en la respuesta clasica a proteinas mal
plegadas.

Analizar si existen diferencias en las interacciones proteina-proteina de Ssk2p y
Ssk22p en condiciones de estrés osmdtico y estrés de reticulo endopldsmico
inducido por tunicamicina.

Observar si mutantes nulas de las proteinas que interactian con Ssk2p y/o Ssk22p
son sensibles al estrés de reticulo endopldsmico y estrés osmético.
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METODOLOGIA

Cepas

Se utilizaron las cepas DH5a de E. coli y BY de S. cerevisiae y mutantes nulas derivadas de

las mismas, cuyos genotipos se muestran en la tabla 1.

TABLA 1. Genotipos de las cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo

DH5a supE44 AlacU169(®M80 lacZAM15 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relA1 GM33. LAM-IN(rrnD-rrnE)1 dam-3 sup-85

BY 4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

BY 4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

BY 4741 hog1A MATa hog1A::kanMX4

BY 4741 pbs2A MATa pbs2A::kanMX4

BY 4741 sholA MATa sholA::kanMX4

BY 4741 haclAirelA MATa hac1A::kanMX4 ire1AclonNat

BY 4741 ssk1A MATa ssk1A::kanMX4

BY 4741 ssk2A MATa ssk2A::kanMX4

BY 4741 ssk22A MATa ssk22A::kanMX4

BY 4741 ssk2A ssk22A MATa ssk22A::kanMX4 ssk2A::kanMX4

BY 4741 sholA ssk2A ssk22

MATa shol1A::URA3 ssk2A::kanMX4 ssk22A::kanMX4

BY 4741 rrd1A

MATa rrd1A::kanMX4

BY 4741 ubp3A

MATa ubp3A::kanMX4

BY 4741 myo5A

MATa myo5A::kanMX4

BY 4741 swrilA MATa swr1A::kanMX4
BY 4741 rod1A MATa rod1A::kanMX4
BY 4741 ysc84A MATa ysc84A::kanMX4

BY 4741 Irel1A

MATa Ire1A::kanMX4

Pldsmidos y construcciones

Para monitorear la activacion de la UPR se utilizé el plasmido multicopia pMCZ-Y (2u URA3

amp"), que contiene 4 elementos UPRE dentro del promotor CYC1 fusionado al gen lacZ

de E. coli (Mori et al., 1996).

Para clonar los productos de PCR se utilizé el plasmido pGEM-T Easy (Promega). Las

construcciones de SSK2 y SSK22 se hicieron en el pladsmido pYES2 (Invitrogen) entre los
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sitios BamHI y Xbal. El pladsmido pYES2 contiene el promotor GAL1, inducible con
galactosa.

El gen SSK22 se clond mediante PCR con los oligonucleétidos FwrdSsk22BamHI (5’-
GGATCCTCCATGCACCATCACCATCACCATGATATACTGATACACAGC-3’) y Ssk22RevXbal (5’-
GACGTTCTAGACTCTATGAGC-3’), utilizando DNA gendmico de la cepa BY 4742 como
templado y una temperatura de alineamiento de 55° C (Figura 4). El tiempo de elongacidn
fue de 2 minutos y 36 segundos por 10 ciclos. Posteriormente, se realizaron 18 ciclos de
elongacion, agregando a cada uno 5 segundos al tiempo de elongacidn del ciclo anterior.
La temperatura de elongacién fue de 68°C. Se utilizé la polimerasa del kit Expand High
Fidelity PCR System (Roche) con una concentracién final en la mezcla de reaccién de 1.5

mM de Mg,S0O;,.

Ssk2 .
1 1579
-, I
Dominio de Dominio de cinasa
unién a Ssk1 (1266-1558)
(294-413)
Ssk22
.. 1331
- essssssssss———
Dominio de unién Dominio de cinasa
a Ssk1 (98-179) (1034-1310)

Figura 4. Esquema de Ssk2p y Ssk22p. Se muestran los dominios de unién
a Sskl1 y de la cinasa, indicando la regién de aminoacidos que comprende
cada dominio.

Transformacion de las levaduras

Todas las transformaciones se hicieron de acuerdo con el método de acetato de litio
(Amberg et al., 2005). Las células que se transformaron fueron tomadas a partir de un
cultivo de toda la noche a 30° C, que fue ajustado a una DOgg=0.5 para crecerlo durante 2

horas antes de iniciar el protocolo de transformacién.

21



Transformacion de bacterias

Se empled el protocolo utilizado por Inoue et al. (1990).

Condiciones y medios de cultivo

Las células se crecieron durante toda la noche a 30°C en medio YPD (1% de extracto de
levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa). En los ensayos de diluciones seriadas se utilizé
YPD o YPGAL en el que se sustituye glucosa con galactosa. En todos los ensayos de
crecimiento se utilizé YPD.

Para los ensayos de complementacién de fragmentos de proteinas se utilizd medio SC que
contiene 0.67% de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 2% de glucosa, 2% de
agary 2% de la mezcla de aminoacidos requerida.

En el caso de medio sélido se agregd 2% de agar, excepto para los medios adicionados con
KCI, en cuyo caso se utilizd 2.25%.

La solucion stock utilizada de tunicamicina fue de 20 mg/mL diluida en DMSO. La solucién
stock de metotrexato (Bioshop) tiene una concentracion de 10 mg/mL diluida en DMSO.
Las células de E. coli se cultivaron a 37°C en medio LB (1% de triptona, 0.5% de extracto de
levadura, 1% de NaCl) suplementado con ampicilina (0.1 mg/mL). El medio sélido contiene

ademas 2% de agar.

Ensayos de diluciones seriadas

Los ensayos de diluciones seriadas se realizaron en medio agar YPD/YPGAL
complementado con la cantidad indicada de KCl, tunicamicina (Tm), 2-mercaptoetanol,
sorbitol, dithiotreitol (DTT).

Un cultivo liquido de levaduras crecido durante toda la noche a 30°C se diluyé a una
densidad dptica DOg=0.5 y se realizaron 5 diluciones seriadas 1:10. A partir de cada
dilucién se inocularon en las placas gotas de 5 pl cada una y se crecieron durante ~36

horas a 30°C.
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Ensayos de crecimiento

Se utilizé un lector de microplacas Synergy MX® que registré la densidad dptica (DOggonm)
de una placa de 96 pozos cada 30 minutos durante 24 horas. La DOgyonm inicial fue de 0.1.
Estos ensayos se realizaron por triplicado en medio YPD adicionado con tunicamicina o

KCI.

Ensayos de actividad de 8-galactosidasa

Las cepas BY 4741, BY 4741 hoglA, BY 4741 ssk2A ssk22A y BY 4741 haclA irell, se
transformaron con el pldsmido pMCZ-Y. Posteriormente se crecieron durante toda la
noche a 30°C en medio YPD, hasta alcanzar una DQOggo=0.5, posteriormente las células se
indujeron por 60, 90, 120 y 180 minutos mediante 2 pug/ml de tunicamicina. Las células se
lavaron con agua y buffer Z (60 mM Na,HPO4, 40 mM NaH,PO4, 10 mM KCly 1 mM
MgSQ,). Se extrajo la proteina total y se indujo la actividad en una solucién con buffer Z,
B-mercaptoetanol y 0-NPG por 20 minutos a 30°C; posteriormente se detuvo la reaccién
con Na,COs y se cuantificd la actividad de la B-galactosidasa midiendo la absorbencia a
420 nm (Miller, 1972). El calculo de actividad se realizé con la siguiente formula: Actividad
(Expresada en unidades Miller) = 1000 (Volumen total de reaccién) / (eo-NPG * Vol
(valorado) * tiempo de reaccién * mg/ml Proteina). Una unidad Miller se define como la
cantidad de enzima capaz de convertir 1 nmol de o-NPG por minuto en las condiciones del
ensayo.

La cantidad de proteina en las muestras se cuantific6 mediante el método de Bradford.
Los ensayos fueron hechos por triplicado.

Para disminuir la variacidon en las lecturas, los cultivos se tomaron con un maximo de

diferencia en la DOgyo de +/- 0.03.
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Ensayo de complementacion con fragmentos de proteinas.

Se utilizd6 una genoteca de BY4741 y BY4742 transformadas con los fragmentos de
DHFR[1,2] y DHFR[3] (Tarassov et al., 2008a), respectivamente, fusionados a las proteinas
del genoma de S. Cerevisiae. Se utilizaron las construcciones de DHFR[1,2] fusionadas a
SSK2, S5K22, o HOG1, que sirvieron como sefuelo. Como presa se utilizaron diversas
construcciones disponibles de la biblioteca de DHFR[3]. La seleccién de estas
construcciones se baso en las interacciones reportadas previamente para ambos genes en

la base de datos de Saccharomyces (http://www.yeastgenome.org/) y en la base de datos

de interacciones genéticas y de proteinas (http://thebiogrid.org/). Ademas, se

seleccionaron tomando en cuenta proteinas que forman parte de las vias de respuesta a

estrés de reticulo endopldsmico, estrés de pared celular y estrés osmético.

Las clonas de cada construccién se seleccionaron en medio YPD con nurseotricina (Para
construcciones de DHFR [1,2]) o kanamicina (Para DHFR [3]). Se realizaron 2 rondas de
seleccion, permitiendo a las células crecer durante 24 horas entre cada ronda de
seleccion. Posteriormente, las células BY 4741 (Que contenian la construccion DHFR [3] se
imprimieron en medio YPD en un formato de 384 colonias, utilizando un robot Freedom
Evo 75-100® (Tecan), y se aparearon con las células que contenian la construccion DHFR
[1,2] fusionada a SSK2, SSK22 o HOG1. Se dejaron crecer las células diploides por 48 horas
y posteriormente se replicaron en medio SC lys’, met’, ade’, adicionados con kanamicina y
nurseotricina. Se realizaron dos rondas de seleccidn con estos antibiéticos y finalmente se
replicaron en medio SC para llevar a cabo el ensayo. Como controles se replicaron las
células en medio SC, y SC adicionado con DMSO (Vehiculo del metotrexato) al 2% o

metotrexato al 2% (Figura 5).

El ensayo se realizd induciendo estrés osmatico, con 0.5 6 1 M de sorbitol. Para inducir

estrés de reticulo endopldsmico se utilizé tunicamicina a una concentracién de 0.75 0 0.5
ug/mi.

Después de replicar las células diploides en los diversos medios, se dejaron crecer a 30°C
durante de 3 a 5 dias segun el crecimiento observado en las colonias control.
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Posteriormente se fotografiaron las placas y las imagenes se analizaron con un script de
Imagel64 (imagej.nih.gov/ij/). Los datos arrojados por este script se normalizaron vy
graficaron en un heatmap hecho con el lenguaje de programacion estadistico “R64”
versiéon 3.0.2 (“The R Project for Statistical Computing”). El ensayo se realizé por
duplicado, y para realizar el analisis de los datos se hizo un promedio de los datos de cada
interaccion. Posteriormente se graficd la relacidon entre los datos del tamaifio de las
colonias en las diversas condiciones respecto al crecimiento de las colonias en presencia
de metotrexato (condicidn control).

A B

Sefiuelo Presa | Obtencion de diploides

{ 2 rondas de seleccion con atibioticos

i Sembrado en medios de prueba

DHFR [3] -
‘ Mtx, Mtx+Sorbitol, Mix+Tm, etc.

Células alpha

Células a 30°C 3-5 dias

” Interaccion
% Crecimiento

. : ‘ Falta de interaccion

//7 No hay crecimiento

Seleccion

Figura 5. Ensayo de PCA utilizando a la enzima dihidrofolato reductasa
(DHFR). A. Se selecciona la cepa del tipo Mat-a que contiene la proteina
sefiuelo asociada al fragmento [1,2] de la dihidrofolato reductasa.
Posteriormente se seleccionan las cepas del tipo Mat a que contienen las
proteinas asociadas al fragmento [3] de la DHFR con las que se quiere
probar la posible interaccion.

B. Mediante un sistema automatizado se cruzan las células para obtener
diploides que contienen ambos fragmentos de la DHFR asociados a las
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proteinas blanco y se realizan dos rondas de seleccion utilizando
antibidticos. Finalmente las células se replican en los medios con las
distintas condiciones en que se quieren observar las interacciones de las

proteinas de interés.
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RESULTADOS

Existe un fenotipo distinto entre las mutantes Assk2 y Assk22

Como previamente ha sido descrito, las mutantes nulas de los genes de la rama de SLN1
de respuesta a estrés osmoético (rio abajo de Ypdlp), no presentan un fenotipo letal al
crecer en altas concentraciones de sal, debido a que la célula cuenta con la rama de SHO1
para contender con este tipo de estrés (Reiser et al., 2003; Tatebayashi et al., 2007). No
obstante, en el laboratorio observamos que en presencia de tunicamicina, un agente
inductor de estrés de reticulo endoplasmico, las mutantes nulas de Ssk2p y Ssk22p vy la
mutante nula doble de Ssk2p/Ssk22p presentan un fenotipo diferente de sensibilidad

respecto a la cepa silvestre, al menos en la concentracion que utilizamos para el ensayo (1

ug/ml) (Figura 6 y S1).

YPD 1M KClI YPD 1 ug/mL
Tunicamicina

Figura 6. Diluciones seriadas 1:10 de mutantes de la rama de SLN1 de
respuesta al estrés osmaético. Las células se sembraron en medio YPD con
KCI, tunicamicina o 2-desoxi-d-glucosa segun se indica. Los cultivos de cada
cepa se crecieron toda la noche a 30°Cy se ajustaron a una densidad dptica a
600 nm de 0.5. Posteriormente se hicieron 5 diluciones 1:10 y se sembrd una

27



gota de 5 pL de cada dilucion en los distintos medios. Las cajas se incubaron
30°C durante ~36 horas.

A pesar de que Ssk2 y Ssk22 se han descrito como redundantes en la via HOG (Posas et al.,
1996; Tatebayashi et al., 2003), en el ensayo de resistencia a Tunicamicina (Tm), se
observé que la mutante Assk2 es sensible, mientras que con la mutante Assk22 no se
observé ningun efecto. (Figura 6 y S1). La diferencia en el comportamiento de las cepas
Assk2 y Assk22 sugiere que la funcidn de Ssk2p y Ssk22p es distinta para responder a la
tunicamicina, a pesar de que en la respuesta a estrés osmédtico cumplen papeles

redundantes.

Ademas de la diferencia entre las cepas Assk2 y Assk22, pudimos observar que la
resistencia parece ser aditiva, ya que una mutante doble Assk2/Assk22 es mas sensible
gue una mutante sencilla Assk2 o una Assk22. Esta ultima observacion puede indicar que
la via no es lineal, como sucede en el caso de la rama de SLN1 de respuesta al estrés

osmotico, donde actuan de esta forma.

La respuesta a tunicamicina mediada por Hoglp y Ssk2p/Ssk22p no
activa la UPR

Después de observar el fenotipo de sensibilidad a tunicamicina de las diferentes mutantes
decidimos investigar si estas mutantes se encuentran afectadas en su capacidad para

inducir la via clasica de UPR (Figura 2).

La activacién de la UPR, se determiné mediante un gen reportero clonado en el plasmido
pMCZ-Y, que consiste en el gen lacZ de E. coli bajo el control de 4 copias del elemento de
respuesta a proteinas mal plegadas (UPRE) (Mori et al., 1996). Las cepas Ahog1, Assk2/22,
Ahacl Airel vy silvestre se transformaron con el pldsmido pMCZ-Y vy, a partir de cultivos
saturados de toda la noche en medio YPD; se tomé un volumen adecuado para incubarse
toda la noche hasta tener una densidad éptica D.O.goonm=0.5. Estas células se incubaron

durante 60, 90, 120 o 180 minutos en presencia de 2 pg/mL de tunicamicina.
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Posteriormente se midié la actividad de la B-galactosidasa como se describe en

“Materiales y métodos”.

- = r
Activacion de UPRE
1200.0
1000.0
i
k) '
= 8000
= T =W
] _
.;% 600.0 =l=Ahog1
.'g : Ahacl Airel
S 4000 : : == A55k2 Assk22
200.0
0.0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Horas de induccion [2Zpg/mL de tunicamicina]

Figura 7. Ensayo de actividad de B-galactosidasa. Actividad de B-
galactosidasa (expresada en unidades Miller) en las cepas BY WT
(Silvestre), Assk2/22, Ahog1 y Ahacl Airel en el fondo genético BY,
en el tiempo 0 y después de 60, 90, 120 y 180 minutos de
estimulacion con 2 pg/mL de tunicamicina. Los datos presentados
en la grafica corresponden al promedio +/- la desviacion estandar de
2 experimentos independientes realizados por triplicado.

Los ensayos de actividad de B-galactosidasa mostraron que la activacién del UPRE no
disminuye en ausencia de Hoglp o de las proteinas Ssk2p y Ssk22p (Figura 7). De hecho, la
actividad de B-galactosidasa es comparable a la que muestra la cepa silvestre. En cambid
la mutante carente de las proteinas que activan la via UPR (AhaclAirel) no muestran

actividad del gen reportero.
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Esto sugiere que el defecto en las mutantes de la via de HOG, radica en un sistema
diferente a la UPR, pero que también es importante para responder adecuadamente al

antibiodtico.

Ssk2p y Ssk22p no son equivalentes en ensayos de complementacion

Los ensayos previos que sugirieron la participacion diferencial de Ssk2p y Ssk22p en la
respuesta al estrés de reticulo endoplasmico, nos llevaron a intentar describir mas a fondo
como se involucran estas dos proteinas en la respuesta a tunicamicina. En esta parte del
trabajo, se clonaron versiones silvestres de SSK2 y SSK22 en el vector de sobreexpresién
pYES2 (/nvitrogen) y posteriormente las construcciones fueron introducidas en distintas
cepas de levaduras, para determinar la respuesta al estrés de reticulo endoplasmico

inducida por tunicamicina.

o .'@4.’ A
Ssk2 | asska/22 . ’ Q ’3 >

PYES+
ssk22

YPD YPGAL 1 M KCl YPGAL 1 pg/mLTm

Figura 8. Diluciones seriadas 1:10 de mutantes de la rama de SLN1 de
respuesta a estrés osmaético, complementadas con Ssk2 o Ssk22 dentro del
plasmido pYES2. Las células fueron sembradas en medio YPD o YPGAL con
KCl o tunicamicina segun se indica. Los cultivos de cada cepa se crecieron
toda la noche a 30°C y se ajustaron a una densidad dptica a 600 nm de 0.5.
Posteriormente se hicieron 5 diluciones 1:10 y se sembré una gota de 5 L
de cada dilucién en los distintos medios. Las cajas se incubaron 30°C durante
~36 horas. El pldsmido pYES2 contiene un promotor inducible por galactosa
(GAL1), por lo que las cepas se incubaron en YPGAL para inducir la expresidon
de las distintas construcciones.

La complementacién con Ssk2p y Ssk22p tuvo efectos distintos sobre mutantes nulas
Assk2Assk22 (“Dssk2/22”) (Figura 8). La complementacidn con Ssk2p en presencia de

tunicamicina tuvo un efecto mds notorio en restablecer el crecimiento de la mutante y
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Assk2/22, en comparacion con el ensayo de complementacion realizado con Ssk22p,
donde, aunque se observd un restablecimiento del crecimiento de las cepas mutantes, no
fue tan bueno como el inducido por Ssk2p (Figura 8 y S2). Este comportamiento de las
cepas en los ensayos de complementacién sugiere que Ssk2p tiene un papel mas
importante en la repuesta al estrés de reticulo endoplasmico inducido por tunicamicina.
En el caso de la respuesta a estrés osmético (inducido con KCl), no se notaron diferencias
en el crecimiento de las cepas (Figura 8 y S2), lo que puede indicar que en esta respuesta
son redundantes, o simplemente puede ser que ambas cepas cuentan con la rama de

SHO1 para responder a ese estrés.

Debido a que observamos una posible interferencia de la rama de SHO1 en nuestros
resultados de los ensayos de complementacidn, realizamos nuevos ensayos en un cepa
carente de ambas ramas de la via HOG; es decir, una mutante Assk2Assk22Ashol. Dicha
cepa fue transformada con las versiones silvestres de SSK2 y SSK22 y posteriormente
sembrada en condiciones de estrés osmoético (KCl) o estrés de reticulo endopldsmico

(Tunicamicina).

Assk2/22/

0
ot | suqz [T T .’.
wal X X T (XK X9y G DY

YPGAL YPGAL 0.75 M KCI YPGAL 0.75 pg/mLTm YPGAL 1 pg/mL Tm

Figura 9. Diluciones seriadas 1:10 de mutantes Assk2Assk22Ashol,
complementadas con Ssk2p o Ssk22p silvestres dentro del plasmido pYES2,
o con el plasmido vacio. Las células fueron sembradas en medio YPGAL
adicionado con KCI o tunicamicina segun se indica. Los cultivos de cada cepa
se crecieron toda la noche a 30°C y se ajustaron a una densidad dptica a 600
nm de 0.5. Posteriormente se hicieron 5 diluciones 1:10 y se sembrd una
gota de 5 pL de cada dilucion en los distintos medios. Las cajas se incubaron
30°C durante ~36 horas. El plasmido pYES2 contiene un promotor inducible
por galactosa (GAL1), por lo que las cepas se incubaron en YPGAL para
inducir la expresion de las distintas construcciones.
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En el ensayo de complementacion observamos diferencias en la capacidad de Ssk2p vy
Ssk22p, para complementar a la mutante Assk2Assk22Ashol (Assk2/22/shol en Figura 9)
en presencia de tunicamicina. En el caso del estrés osmodtico, observamos una ligera
diferencia en la complementacién con Ssk2p o Ssk22p, aunque ambas restablecieron el
crecimiento de la cepa a niveles comparables con la cepa silvestre. En cambio, en medios
con Tm observamos que sélo Ssk2p fue capaz de restablecer el crecimiento de nuestra

mutante, mientras que la expresion de Ssk22 no tuvo ningun efecto (Figura 9).

Las interacciones de Ssk2p y Ssk22p con otras proteinas en diversas
condiciones de estrés son distintas.

En un intento para determinar mas diferencias en la participacién de Ssk2p y Ssk22p en la
respuesta a la tunicamicina, realizamos un ensayo de complementacion de fragmentos de
proteinas (PCA) (Remy et al., 2007; Subramaniam et al., 2008) a gran escala, utilizando
tanto a Ssk2p como a Ssk22p como anzuelos. Realizamos ademas un ensayo en el que se
utilizé a Hoglp, ya que previamente se han realizado diversos experimentos a gran escala
de las interacciones de esta proteina en respuesta al estrés osmético (Costanzo et al.,
2010; Maeda et al.,, 1994; Murakami et al.,, 2008; Warmka et al., 2001), lo que nos
permitid comprobar la sensibilidad de nuestro ensayo y su confiabilidad, ya que la técnica
de PCA no se habia utilizado previamente para reportar interacciones ante cualquier tipo
de estrés.

En el ensayo se incluyeron las siguientes construcciones como controles: La condicién
Linker-Linker que incluye a los plasmidos p413-TEF-linker-DHFR F[3] y p413-TEF-linker-
DHFR F[1,2] que se emplean como control de no-interaccidén y la condicién Zipper-Linker
que incluye a los plasmidos p413-TEF-Zip-linker-DHFR F[3] y p413-TEF-Zip-linker-DHFR
F[1,2] (Figura 5), que se emplean como control positivo de interaccion. En esta condicién
las colonias crecen en presencia de metotrexato (Figura 12). Esta construccién contiene

los residuos 235-281 del zipper de leucinas de GCN4 (Pelletier et al., 1998).
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a) Interacciones de Hoglp en presencia de sorbitol (SORB1) y tunicamicina (TM75)
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b) Interacciones de Ssk2p en presencia de sorbitol (SORB1) y tunicamicina (TM75)
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c) Interacciones de Ssk22p en presencia de sorbitol (SORB1) y tunicamicina (TM75)
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d) Interacciones de Ssk2p y Ssk22p en presencia de tunicamicina (TM 75)
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Figura 10. Interacciones proteina-proteina para Hoglp, Ssk2p y Ssk22p.
Las interacciones se midieron mediante un ensayo de PCA en presencia de
1 M de sorbitol (SORB1) o 0.75 pg/mL de tunicamicina (TM75). Las
imagenes de las colonias resultantes del ensayo se digitalizaron y
cuantificaron, y en la imagen se muestran heatmaps de la intensidad de
dichas interacciones. Las intensidades de las interacciones se muestran en
el cédigo de color marcado en la regla del lado derecho de cada conjunto
de interacciones, donde se asignd un valor de 1 a la mas intensa y 0 a la
mas débil, se generd una rampa de color de rojo (Valor mas alto) hasta azul
(Valor mas bajo). Los detalles de los colores elegidos y el script utilizado
para generar el heatmap se muestran en el apéndice 2.

El mapa de interacciones de Hoglp mostré algunas previamente reportadas en la
respuesta al estrés osmotico. Algunas de ellas son Ubp3p (Solé et al.,, 2011), Cdcllp
(Costanzo et al., 2010), Ptclp (Warmka et al., 2001) y Hsp82p (Ho et al., 2002) (Figura 10
a). En diversos trabajos se describe que esas proteinas son requeridas durante la
respuesta al estrés osmoético, ademds de que interactian con Hoglp, lo que indica que
nuestro ensayo es capaz de detectar proteinas que interactian con Hoglp durante el
estrés osmatico. En la Tabla 2 se resumen los principales interactores observados en el

ensayo de PCA para Hoglp, Ssk2p y Ssk22p en presencia de tunicamicina.
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TABLA 2. Principales interactores de Hoglp, Ssk2p y Ssk22p en

presencia de tunicamicina, de acuerdo con los resultados del

ensayo de PCA. Los interactores se ordenaron segun la

intensidad de su interaccidon. Se indica con “1” los interactores

exclusivos de Ssk2p.

Interactores de Hoglp

Proteina Funcidn

Ubp3p Ubiquitin proteasa

Cdcllp | Requerida para citocinesis

Ptclp Fosfatasa reguladora de Hoglp

Hsp82p | Chaperona requerida para respuesta a feromonas

Interactores de Ssk2p

Swrlp Componente del complejo SWR1

tSri3p Sustrato potencial de Cdc28p

Smp2p Fosfatasa involucrada en la sintesis de lipidos
tVrplp | Proteina asociada a actina

tUbp3p | Ubiquitin proteasa

Sholp Sensor via HOG

Interactores de Ssk22p

Smp2p Fosfatasa involucrada en la sintesis de lipidos
Hsp82p | Chaperona requerida para respuesta a feromonas
Ysc84p | Proteina de unidn a actina

Sholp Sensor via HOG

Swrlp Componente del complejo SWR1

Myo5p Miosina tipo 1

Los heatmaps sugieren que las interacciones de Ssk2p son mas numerosas en condiciones
de estrés osmatico (Sorbitol 1M) y del reticulo endopldsmico (0.5 y 0.75 pg/mL de
Tunicamicina), ya que se obtuvo un mayor numero de valores altos para las interacciones

de esta proteina. Por otro lado, Ssk22p presenta interacciones con proteinas que no se
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observaron en niveles importantes con Ssk2p, lo que sugiere que si existen diferencias en
algunas condiciones en las interacciones de estas proteinas (Figura 10 b y c). Aunque los
ensayos se realizaron en presencia de otros inductores de estrés de reticulo
endoplasmico, como B-mercaptoetanol, y DTT, sdélo se muestran los resultados en
presencia de tunicamicina y sorbitol para mayor simplicidad. Cabe destacar que en dichas
condiciones, en general, las interacciones de Ssk2p fueron mas numerosas que las
presentadas en Ssk22p. Al comparar las interacciones observadas para Ssk2p y Ssk22p en
presencia de 0.75 pg/mL de tunicamicina, se puede observar que las interacciones de
Ssk2p son mas intensas (Figura 10 d).

La comparacién de las interacciones proteina-proteina de Ssk2p con Ssk22p nos permite
observar que hay diferencias importantes en la intensidad de las interacciones con
proteinas como Rrdlp y Ubp3, que en el caso de Ssk2p tuvieron una intensidad
importante, mientras que para Ssk22p, la interaccion fue mas débil o incluso no se
detectd. Esta observacién indica que hay diferencias importantes en las interacciones que
tienen Ssk2 y Ssk22 en presencia de Tm lo que sugiere fuertemente que su papel en la
respuesta al antibidtico es muy diferente.

Es importante aclarar que aunque pueden observarse estas diferencias, pueden deberse
no necesariamente a su interaccién directa, ya que los resultados del experimento pueden
reflejar la complementacién de la DHFR provocada entre Ssk2p/Ssk22p cuando estan
unidos a alguna proteina que a su vez se asocia a la proteina “presa”, que es la que tiene
el segundo fragmento de la DHFR. A pesar de esto, los resultados son buenos indicadores
de las proteinas, o los componentes de los complejos proteicos que participan en la

respuesta a tunicamicina para responder al estrés de reticulo endopldsmico.

Las mutantes nulas de los interactores de Ssk2p y Ssk22p son sensibles a
inductores de estrés de reticulo endopldsmico

Basados en los resultados del ensayo de PCA, seleccionamos algunas mutantes nulas de

las principales proteinas que interactian con Ssk2p y Ssk22p para comprobar si también
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estaban afectadas en su capacidad de responder a diversos inductores de estrés de

reticulo endoplasmico.

Las mutantes se muestran a continuacion en la Tabla 3:

TABLA 3. Lista de mutantes nulas seleccionadas del ensayo de PCA. Se muestran dos
columnas, para las que interactian con Ssk2p y Ssk22p en presencia de tunicamicina.

Ademas se indica si son sensibles (¥') 0 no (X) a sal y tunicamicina, de acuerdo con la base

de datos de S. cerevisiae (“SGD Project,” http://www.yeastgenome.org/, accesado en abiril,
2014). Nd, no disponible.

Ssk2p Ssk22p
Sensibilidad Sensibilidad
Gen Funcion Gen Funcion
Sal Tm Sal Tm
SWR1 | Complejo Swi2/Snf2 v nd SWR1 Complejo Swi2/Snf2 v nd
VRP1 Asociada a actina v % YSC84 Proteina de union a actina nd nd
UBP3 Ubiquitin proteasa nd v LRE1 Respuesta general al estrés nd nd
RRD1 Peptidil-prolil cis/trans | nd V4 SHO1 Sensor via HOG v X
isomerasa
SHO1 Sensor via HOG v X ROD1 Reciclaje de proteinas | nd nd
membranales
ROD1 Reciclaje de proteinas nd nd MYO5 | Miosinatipo 1 nd nd
membranales

Después de la obtencidn de las cepas mutantes se hicieron ensayos de diluciones seriadas

para comprobar los diversos fenotipos de sensibilidad reportados en la SGD.
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YPD YPD 0.75 M KCI YPD 0.75 pg/mL Tm

Figura 12. Diluciones seriadas 1:10 de distintas cepas del fondo genético BY
en medio YPD adicionado con cloruro de potasio (KCl) 0.75 M, tunicamicina
(Tm) 0.75 pg/mL. Los cultivos de cada cepa se crecieron toda la noche a 30°C
y se ajustaron a una densidad dptica a 600 nm de 0.5. Posteriormente se
hicieron 5 diluciones 1:10 y se sembré una gota de 5 uL de cada dilucién en
los distintos medios. Las cajas se incubaron 30°C durante ~36 horas.

Los ensayos de diluciones seriadas mostraron que existen diversos fenotipos en presencia
de tunicamicina. Observamos que las cepas Aubp3 y Arrd1 son sensibles a la tunicamicina
tanto como la cepa Ahog1 (Figura 11), y por lo tanto, en un nivel similar a la cepa Assk2 o
Assk22 y las mutantes dobles de estos genes (Figura 6). En el caso de las cepas Alre,
Aswrl, Ayapl, Aysc84, y Amyo5, no se observd algun fenotipo importante en presencia de
tunicamicina (Figura 12). A continuacién (Tabla 4) se resumen los fenotipos encontrados

en los ensayos de diluciones seriadas.
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TABLA 4. Lista de mutantes nulas seleccionadas del
ensayo de PCA. Se indican los fenotipos encontrados en

el ensayo de diluciones seriadas (Figura 13A y B).

Cepa | KClI0.75M | Tm 0.75 pg/mL | Interactor
Ahog1 Sensible Sensible -

Assk2 No sensible | Sensible -

Assk22 No sensible | Sensible -

Avrp1l Sensible No sensible Ssk2p
Aubp3 No sensible | Sensible Ssk2p
Arrd1 No sensible | Sensible Ssk2p
Arod1 No sensible No sensible Ssk22p
Alrel No sensible No sensible Ssk22p
Aswrl No sensible No sensible Ssk2p
Aysc84 No sensible | No sensible Ssk2p/Ssk22p
Amyo5 No sensible | No sensible Ssk22p

Como se puede apreciar en la Tabla 4, de las cepas que utilizamos en el ensayo de
diluciones seriadas, las mutantes Aubp3 (Ubiquitin proteasa) y Arrd1l (Peptidil-proli
cis/trans isomerasa) presentaron un comportamiento similar a las cepas Ahogl, Assk2 y
Assk22 en presencia de tunicamicina. El comportamiento de estas cepas sugiere que
estadn involucradas en la respuesta a tunicamicina, ya que sabemos que interactian de

manera importante con Ssk2p para responder al estrés de reticulo endoplasmico.
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DISCUSION

La funcion de los genes pardlogos SSK2 y SSK22 no es redundante en la
respuesta a estrés de reticulo endopldsmico inducida por tunicamicina

A pesar de que las proteinas pardlogas Ssk2p y Ssk22p se han reportado previamente
como redundantes para responder al estrés osmotico (Posas & Saito, 1998; Tatebayashi et
al., 2003), en este trabajo describimos que su funcién no es redundante en el sistema de
respuesta a tunicamicina.

Aunque la identidad de SSK2 y SSK22 no es muy alta como en el caso de otros genes
paralogos, como por ejemplo, RPL32-1 y RPL32-2 (Proteinas ribosomales), que tienen una
identidad del 96% (Sun et al., 2013), se ha mantenido la propuesta de que son
redundantes. Bien podria decirse que aunque el evento de duplicacién en el que surgieron
SSK2 y SSK22 disminuyd la presion selectiva en ambos genes, no dio lugar a la
subfuncionalizacidn, debido a que los dominios que contiene cada proteina no le
permiten actuar en otra via de respuesta a estrés, como sucede en diversos procesos
evolutivos que actuian sobre pares de genes paralogos (Grassi et al., 2010). No obstante,
nuestros datos sugieren que su variacion en la secuencia de aminoacidos, sobre todo en el
dominio amino de ambas proteinas (Figura 3), es suficiente para permitir la
especializacién de Ssk2p para actuar en respuesta al estrés de reticulo endoplasmico
inducido por tunicamicina.

En nuestro trabajo observamos distintos fenotipos. Una mutante Assk2 es sensible a la
tunicamicina, mientras que la mutante Assk22 es practicamente idéntica a la cepa
silvestre, y una mutante Assk2Assk22 es muy sensible (Figuras 6 y 9). Dicho fendémeno
podria deberse a que en la mutante Assk22 el crecimiento observado se debe a la
presencia de S5K2 que se ha observado que estd mds involucrada en la respuesta a
tunicamicina, por otro lado, en una mutante Assk2, |la presencia de SSK22 no es suficiente

para contender con la presencia de la tunicamicina; y por lo tanto, en la mutante
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Assk2Assk22 se observa un mayor grado de sensibilidad al estar ausentes ambas
proteinas.

Esto indica que el papel que juegan estas dos proteinas en la via es diferente, e incluso
podrian actuar de forma no lineal o ser parte de vias distintas. Lo anterior sugiere
fuertemente que Ssk2p y Ssk22p no son redundantes en la respuesta a la tunicamicina.
Esta observacidon se apoya en el hecho de que Ssk2p y Ssk22p presentan diferentes
actividades en la respuesta al estrés osmotico, como reportaron Maeda et al. (1995). En
ese reporte se determind que Ssk22p transmite la sefial de Ssklp hacia Pbs2p mas
débilmente que Ssk2p; ademas se reportd que la interaccion de Ssklp con Ssk2p requiere
del dominio amino de Ssk2p, sugiriendo la importancia de esta region.

Para determinar con mayor precisidn las diferencias de crecimiento de las mutantes en
tunicamicina, decidimos hacer experimentos de complementacién expresando tanto en
las mutantes sencillas, como en la doble mutante a los genes SSK2 y SSK22 bajo el control
del promotor de galactosa, mediante el uso del plasmido pYES2 (Figuras 9 y 8). Este
ensayo nos permitié generar dosis equivalentes de cada proteina y determinar sus efectos
en el crecimiento de las diferentes mutantes. Con estos experimentos encontramos que
mientras Ssk2p revierte la sensibilidad de la mutante Assk2Assk22Ashol, Ssk22p es
incapaz de hacerlo (Figura 9). Con este resultado confirmamos que Ssk2p juega un papel

mas importante en el sistema de respuesta a tunicamicina que el de Ssk22p.

La respuesta a tunicamicina inducida por Ssk2p y Ssk22p es
independiente de la UPR

La respuesta clasica a estrés de reticulo endopldasmico, denominada Respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) ha sido ampliamente descrita en la literatura (Mori et al.,
1996; Okamura et al., 2000; Ron & Walter, 2007; Zhang & Kaufman, 2004a). Dicha
respuesta se considera la principal para contender con agentes inductores de estrés en el
reticulo, ya sean drogas o expresién de proteinas que la célula es incapaz de plegar

adecuadamente.
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Si bien la UPR es fundamental para responder al estrés de reticulo endoplasmico, se han
descrito mutantes que a pesar de tener una UPR completamente normal, son incapaces
de contender con la presencia de inductores de estrés de reticulo endopldsmico (Bicknel
et al.,, 2010; Torres-Quiroz et al., 2010). En este trabajo describimos que las mutantes
nulas de SSK2 y SSK22 son sensibles a tunicamicina, a pesar de que pueden inducir la UPR
a un nivel idéntico a las células silvestres (Figura 7); lo que podria sugerir que el efecto
observado no se debe a una alteracion en la regulacién de la UPR.

A pesar de que no observamos defectos en la UPR en la doble mutante Assk2Assk22, no
descartamos que estas proteinas, y principalmente Ssk2p, pueda tener una relacién con la
UPR, ya que se ha visto que un choque hipoténico es capaz de alterar la estabilidad de

Haclp, el activador transcripcional de genes de la UPR (Pal et al., 2007).

Las interacciones de Ssk2p y Ssk22p en respuesta a tunicamicina son
distintas

La sensibilidad del ensayo de PCA en mamifero es muy alta, y es capaz de detectar
interacciones de proteinas cuya expresiéon es muy baja (Remy et al., 2007), ademas de
cambios sutiles en la expresion de pares de proteinas (Freschi et al., 2013).
Recientemente se publicé que la técnica también es capaz de detectar cambios en las
interacciones de diversas proteinas en respuesta a condiciones distintas en el medio, al
menos en respuesta al dano en el DNA (Rochette et al., 2014). Nuestros resultados
confirman que el ensayo de PCA si puede detectar cambios en las interacciones proteina-
proteina en distintas condiciones en el medio, en presencia de inductores de estrés
osmotico (Sorbitol) y estrés de reticulo endoplasmico (Tunicamicina), a pesar de que estas
interacciones suelen ser transitorias o0 no muy estables, ya que las respuestas no deben
ser sostenidas, pues se puede provocar cross-talk o letalidad en algunos casos.

De manera mas relevante para nuestro trabajo, pudimos detectar diferencias en las
interacciones proteina-proteina de Ssk2p y Ssk22p en respuesta a la tunicamicina; de esta
manera confirmamos que existen, ademads de las diferencias fenotipicas, diferencias en

sus interacciones, lo que sugiere aun mas que estas proteinas paralogas no son
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redundantes (Figuras 10 b, ¢ y d). Nuestro estudio también nos permite ver que las
interacciones de Ssk2p y Ssk22p tienen diferente intensidad.
Finalmente, nos permitié seleccionar algunos interactuantes de Ssk2p y Ssk22p y

comprobar que algunas mutantes nulas de esas proteinas son sensibles a tunicamicina.

Existen otras proteinas involucradas en la respuesta al estrés de reticulo
endopldsmico inducida por tunicamicina

Hasta la realizacion de este trabajo, sélo habiamos descrito la sensibilidad a la
tunicamicina de las mutantes nulas de la via HOG. Gracias a nuestro ensayo de PCA
describimos dos nuevas mutantes nulas para proteinas que no han sido descritas como
parte de esa via (Con excepcién de Ubp3p) pero que interactian al menos con Ssk2p para
responder al estrés de reticulo endoplasmico.

Una de las proteinas que encontramos, Ubp3p (Ubiquitin proteasa), esta involucrada en
la activaciéon transcripcional de los genes blanco de Hoglp en respuesta al estrés
osmoético (Solé et al., 2011). Esto sugiere que ademds podria actuar en conjunto con
Hoglp para responder a la tunicamicina.

Por otro lado, encontramos a Rrdlp, que tiene actividad de peptidil prolil cis/trans
isomerasa y esta involucrada en la regulaciéon de la fosfatasa 2A. Anteriormente se
describié que una doble mutante del gen RRD1 y su paralogo RRD2 es inviable, y esta falla
en el crecimiento es suprimida mediante la inactivacion de Hoglp o Pbs2p (Rempola et
al., 2000). Aunque no se determind si hay una interaccion de las proteinas Rrd1p y Hoglp
0 Pbs2p, se describié una posible regulacién de Rrd1lp en la via HOG. Nuestro resultado
sugiere que la relacion entre Rrd1p y la via HOG esta en la respuesta al estrés de reticulo
endopldasmico y esa relacién puede ser a nivel de Ssk2p.

Los resultados que obtuvimos en el presente trabajo confirman que Ssk2p y Ssk22p no
son redundantes en la respuesta a la tunicamicina, y describimos que este par de
proteinas pardlogas tienen un comportamiento distinto al observado en la via HOG. Este
fendmeno debe tener como base la diferencia en las secuencias de aminoacidos de

ambas proteinas, principalmente en la region amino de Ssk2p que al ser mas grande y por

46



ello mismo diferente, podria permitir su asociacién con proteinas distintas a las que se
asocia Ssk22p (Figura 4).

También parece ser que Ssk2p tiene mds funciones para la célula que Ssk22p, ya que
Ssk22p tiene un nivel de expresién menor, y su eliminacién tiene efectos marginales en

diferentes condiciones de estrés (Figuras 6 y 9).
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CONCLUSIONES

La funcién de las proteinas pardlogas Ssk2p y Ssk22p no es redundante ante el
estrés de reticulo endopldsmico inducido por la tunicamicina.

Ssk2p es indispensable para responder al estrés de reticulo endoplasmico y Ssk22p
no es capaz de suplirla.

Las interacciones proteina-proteina de Ssk2p y Ssk22p son distintas en presencia
de tunicamicina.

Ubp3p y Rrd1lp son interactores de Ssk2p y estan involucradas en la respuesta a
estrés de reticulo endopldsmico inducido por tunicamicina.
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APENDICE

1. CURVAS DE CRECIMIENTO DE CEPAS UTILIZADAS EN ENSAYOS DE DILUCIONES
SERIADAS

A continuacion se presentan graficas de las curvas de crecimiento de las diversas cepas

utilizadas en este trabajo. Se muestran como ensayos cuantitativos que utilizamos para

apoyar los resultados de nuestros ensayos de diluciones seriadas. Los datos mostrados
son los promedios de los triplicados realizados en cada experimento.
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Figura $1. Curvas de crecimiento de las mutantes nulas del fondo genético
BY. Las células se cultivaron en medio YPD adicionado con cloruro de potasio
(KCI) 0.35 M 0 0.5 pg/mL de tunicamicina (Tm). Los cultivos se ajustaron a
una D.O.goonm de 0.1 y se incubaron durante 24 horas a 30° C con agitacion
constante y se leyé la absorcién de la luz de cada cultivo cada 30 minutos.
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Curvas de crecimiento de las cepas Assk2/ssk22 y Assk2/ssk22/shol, transformadas
con Ssk2 y Ssk22 silvestres. Se realizaron los ensayos en presencia de cloruro de
potasio o de tunicamicina para observar sus distintos grados de sensibilidad a estrés
osmotico y de reticulo endopldsmico, respectivamente.
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Figura S2. Curvas de crecimiento de las mutantes nulas Assk2/Assk22 y
Assk2/ssk22/shol del fondo genético BY. Las células se transformaron con
SSK2 silvestre (“SSK2"), o SSK22 silvestre (“SSK22"”). Las células se cultivaron
en medio YPGAL adicionado con cloruro de potasio (KCI) 0.35 M o0 0.5 pg/mL
de tunicamicina (Tm). Los cultivos se ajustaron a una D.O.ggonm de 0.1 y se
incubaron durante 24 horas a 30° C con agitacién constante y se leyd la
absorcion de la luz de cada cultivo cada 30 minutos. En este ensayo se utilizd
YPGAL debido a que las construcciones estan dentro del plasmido de
expresion pYES2 que es inducible por galactosa.

Curvas de crecimiento de las cepas silvestre, Ahogl, AhaclAirel, Avrpl, Aubp3, Arrdl,
Assk2Assk22 y Assk2Assk22Ashol del fondo genético BY. Se realizaron los ensayos en
presencia de cloruro de potasio o de tunicamicina para observar sus distintos grados de
sensibilidad a estrés osmotico y de reticulo endoplasmico, respectivamente. Las cepas
Avrpl, Aubp3 y Arrdl, se seleccionaron a partir del ensayo de PCA hecho con Ssk2p vy
Ssk22p. En el caso de este ensayo se utilizan las cepas, silvestre (“WT”), Ahogl,
Assk2Assk22, Assk2Assk22Ashol y AhaclAirel, con fines de comparacion, ya que
presentan fenotipos que conocemos de ensayos previos.
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Figura S3. Curvas de crecimiento de diversas mutantes nulas del fondo
genético BY. Las células se cultivaron en medio YPD adicionado con cloruro
de potasio (KCI) 0.35 M o 0.5 pg/mL de tunicamicina (Tm). Los cultivos se
ajustaron a una D.O.gponm de 0.1 y se incubaron durante 24 horas a 30° C con
agitacion constante y se leyd la absorcion de luz de cada cultivo cada 30
minutos.

Curvas de crecimiento de las cepas Aswrl, Avrpl, Amyo5, Aubp3, Arodl, Alrel, Arrdl,
Ayapl y Ahacl del fondo genético BY. Se realizaron los ensayos en presencia de cloruro
de potasio o de tunicamicina para observar sus distintos grados de sensibilidad a estrés
osmético y de reticulo endopldsmico, respectivamente. Todas las cepas, excepto la Ahacl
fueron seleccionadas a partir del ensayo de PCA hecho con Ssk2p y Ssk22p.
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Figura S4. Curvas de crecimiento de diversas mutantes nulas del fondo
genético BY. Las células se cultivaron en medio YPD adicionado con cloruro
de potasio (KCI) 0.35 M o 0.5 pg/mL de tunicamicina (Tm). Los cultivos se
ajustaron a una D.O.gponm de 0.1 y se incubaron durante 24 horas a 30° C con
agitacion constante y se leyd la absorcidon de luz de cada cultivo cada 30
minutos.

2. SCRIPT UTILIZADO PARA GENERAR HEATMAPS

library ("ggplot2")

library ("plyr")

library ("RColorBrewer")

library ("reshape2")

library ("scales")

ssk22 <- read.csv("~/"nombre del archivo.csv”")
ssk22 <- ssk22[,1:4]

ssk22 <- ssk22[order (ssk22$TM75), ]

ssk22SPROTEIN <- with(ssk22, reorder (PROTEIN, TM75))
ssk22.m <- melt (ssk22)

Using PROTEIN as id variables

>

>

cols <- rev(brewer.pal(ll, 'RdAY1Bu'))

ssk22.m <- ddply(ssk22.m, . (variable), transform, rescale =

rescale (value))
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> (p <- ggplot(ssk22.m, aes(variable, PROT

rescale), colour = "black"

)

EIN)) + geom tile(aes(fill

+ + scale fill gradient2("Interaccion con Ssk22", low =

muted ("#053061"), mid = "#
0.5))

> p + theme grey(base size
scale x discrete (expand =
+ scale y discrete (expand
+ theme (legend.position =
axis.text.x = element text

"black"))

£f7£7£7", high = muted("#67001f"), midpoint
= 6) + labs(x = "Condiciones", y = "ORFs")
c(0, 0)) +

= c(0, =-3)) +

"right" ,

(size =

axis.ti

6, angle

cks = element blank(),

= 0, hjust = 0, colour =

+
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