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- ¿Me podrías indicar hacia dónde tengo que ir desde aquí?- pregunta Alicia. 

- Eso depende de adónde quieras llegar- responde el gato de Cheshire. 

- A mi no me importa demasiado adónde. 

- En ese caso, da igual adonde vayas. 

- Siempre que llegue a alguna parte- musita Alicia. 

- ¡Oh! Siempre llegarás a alguna parte, si caminas lo suficiente. 

Alicia de Lewis Carroll. 
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RESUMEN 
Kluyveromyces lactis es una levadura que cuando se somete a un estímulo 

hiperosmótico responde activando la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK) 

Hog1p (KlHog1p) por medio de dos ramas que están conservadas, SLN1 y SHO1. Las 

mutantes interrumpidas en una rama pueden responder a hiperosmolaridad externa 

activando a KlHog1p por fosforilación, excepto en mutantes sencillas ΔKlste11 y 

ΔKlste50, en las cuales se observa sensibilidad al estrés hiperosmótico, aún cuando la 

rama SLN1 funcione adecuadamente. La inactivación de ambas ramas, por la deleción 

de los genes KlSHO1 y KlSSK2, también produce sensibilidad a altas concentraciones 

de sal. En este trabajo se observó que una mutante sencilla ΔKlste11 y una doble 

mutante ΔKlsho1 ΔKlssk2,  muestran sensibilidad al estrés hiperosmótico y contrario a 

lo que se esperaba, se induce la fosforilación de KlHog1p en respuesta a estrés 

osmótico. Además, en mutantes que no tienen ninguna de las MAPK cinasas cinasas 

(MAPKKK) presentes en K. lactis (KlSte11p and KlSsk2p), el estrés hiperosmótico 

induce la fosforilación y la internalización al núcleo de KlHog1p. Sin embargo, este 

hecho no es suficiente para inducir la expresión transcripcional del gen KlSTL1 y las 

células son incapaces de crecer en un medio con alta osmolaridad. La fosforilación de 

KlHog1p por la vía tradicional o en mutantes donde las ramas de SHO1 y SLN1 están 

inactivas requiere la presencia de KlPbs2p y así como de su actividad de cinasa. Esto 

indica que cuando las ramas de SHO1 y SLN1 están inactivas, el estrés hiperosmótico 

activa una rama independiente que puede activar a KlPbs2p, lo cual ocasiona una 

fosforilación de KlHog1p que no protege a la célula contra el estrés hiperosmótico. 

Finalmente, se encontró que cuando KlSte11p se localiza en la membrana mediante la 

adición de los cuatro segmentos transmembranales de KlSho1p es capaz de revertir la 

sensibilidad al estrés hiperosmótico que se observa en la doble mutante ΔKlsho1 

ΔKlssk2, indicando que esta proteína híbrida puede reemplazar a KlSho1p y KlSsk2p.  
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ABSTRACT 
When treated with a hyperosmotic stimulus, Kluyveromyces lactis cells respond by 

activating the mitogen-activated protein kinase (MAPK) K. lactis Hog1p (KlHog1p) via 

the two conserved branches SLN1 and SHO1. Mutants affected in only one branch can 

cope with external hyperosmolarity by activating KlHog1p by phosphorylation, except for 

single ΔKlste11 and ΔKlste50 mutants, which show high sensitivity to osmotic stress, 

even though the other branch (SLN1) was intact. Inactivation of both branches by 

deletion of KlSHO1 and KlSSK2 also produced sensitivity to high salt. Interestingly, we 

have observed that in ΔKlste11 and ΔKlsho1ΔKlssk2 mutants, which exhibit sensitivity 

to hyperosmotic stress, and contrary to what would be expected, KlHog1p becomes 

phosphorylated. Additionally, in mutants lacking both MAPK kinase kinases (MAPKKKs) 

present in K. lactis (KlSte11p and KlSsk2p), the hyperosmotic stress induced the 

phosphorylation and nuclear internalization of KlHog1p, but it failed to induce the 

transcriptional expression of KlSTL1 and the cells were unable to grow on high-

osmolarity medium. KlHog1p phosphorylation via the canonical HOG pathway or in 

mutants where the SHO1 and SLN1 branches have been inactivated requires not only 

the presence of KlPbs2p but also its kinase activity. This indicates that when the SHO1 

and SLN1 branches are inactivated, high-osmotic-stress conditions activate an 

independent input that yields active KlPbs2p, which, in turn, renders KlHog1p 

phosphorylation ineffective. Finally, we found that KlSte11p can alleviate the sensitivity 

to hyperosmotic stress displayed by a ΔKlsho1ΔKlssk2 mutant when it is anchored to 

the plasma membrane by adding the KlSho1p transmembrane segments, indicating that 

this chimeric protein can substitute for KlSho1p and KlSsk2p. 
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1. INTRODUCCIÓN. 
 

1.1. LA RESPUESTA DE LAS LEVADURAS A LAS SEÑALES DEL 

AMBIENTE 

La adaptación a cambios en el ambiente es muy importante para que los organismos 

puedan sobrevivir. Los mecanismos de adaptación se pueden dividir en tres fases: 

percepción de una señal externa, transmisión de la señal y finalmente una respuesta 

adaptativa. En las levaduras se han caracterizado una amplia variedad de vías de 

transducción de señales encargadas de responder a estímulos externos. (Hohmann & 
Mager, 1997). 

Los eucariontes poseen vías conservadas compuestas por MAPK cinasas, las 

cuales desempeñan un papel importante en la respuesta a diversos factores 

ambientales como los factores de crecimiento, las citocinas, la radiación UV y 

diferentes tipos de estrés. Estas vías de señalización están compuestas por 3 proteínas 

cinasas secuenciales y esenciales; una MAPK cinasa-cinasa-cinasa (MAPKKK o 

MEKK), una MAPK cinasa-cinasa (MAPKK o MEK) y una MAPK cinasa (MAPK) 

(Widmann, 1999). La MAPKKK fosforila y activa a la MAPKK que, subsecuentemente, 

fosforila y activa a la MAPK. Normalmente esta última proteína se transloca al núcleo 

donde fosforila a sus proteínas blanco. Las diferentes vías de MAPK cinasas forman un 

sistema interactivo de señalizaciones, lo que conforma una red compleja de respuestas 

entre distintas vías, que mantienen su especificidad a través de proteínas reclutadoras 

(Proft & Struhl, 2004). 
 

1.2. EL ESTRÉS OSMÓTICO 

Una condición de estrés hiperosmótico se define como una disminución en el potencial 

hídrico del ambiente en el cual se desarrolla un organismo. Las levaduras han 

desarrollado mecanismos para detectar los cambios de osmolaridad en el ambiente y la 

adaptación a estos cambios es un proceso activo que sirve para generar una respuesta 

adecuada para mantener la actividad celular (Blomberg & Adler, 1992). 
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La respuesta inmediata al estrés,  se da en segundos; hay salida del agua intracelular, 

seguida de un proceso adaptativo a largo plazo para llevar a cabo un ajuste osmótico. 

Debido al movimiento del agua, las concentraciones intracelulares de iones y de 

moléculas se incrementan y esto da como resultado una disminución en la actividad 

celular; una vez que el organismo logra adaptarse a estas condiciones, el crecimiento 

continúa (Folch-Mallol, 2004) (Figura 1). 
La proliferación celular se reanuda después de varias horas. El período de 

adaptación depende de varios factores, tales como el tipo y la severidad del estrés, el 

fondo genético de la cepa, y la etapa del ciclo celular en la cual se encuentre la célula 

(Blomberg, 2000).  En esta fase de aclimatación las células experimentan una serie de 

cambios como la reestructuración del citoesqueleto de actina, la interrupción transitoria 

del ciclo celular y la reprogramación del metabolismo. Al mismo tiempo, se inducen 

mecanismos involucrados en la resistencia al estrés, como son el aumento en la 

concentración intracelular del glicerol y la exclusión de iones tóxicos. Además, se 

induce la expresión de una serie de genes cuyos productos participan en diferentes 

sistemas y/o procesos como el metabolismo redox, la transcripción y traducción de 

proteínas chaperonas y el reajuste en los niveles de carbohidratos, lípidos y 

aminoácidos (Kim S & Shah K, 2007).   
En la levadura el  balance hídrico  se re-establece mediante la acumulación de 

glicerol como osmolito compatible (Nevoigt & Stahl, 1997) (Figura 1), aunque también 

puede acumular trehalosa y glicerofosfocolina (Kiewietdejonge, 2006). El flujo de 

glicerol a través de la membrana se realiza por medio de una proteína transportadora, 

el canal a través del cual fluye el glicerol se cierra rápidamente después del estrés 

osmótico para retener el glicerol que se va sintetizando y evitar su salida (Burg, 2008) 
(Figura 1).  

Otras levaduras y hongos producen y/o acumulan diferentes moléculas que 

funcionan como osmolitos compatibles, entre los cuales están los aminoácidos, algunos 

polioles y azúcares (eritritol, ribitol, arabinitol, xilitol, sorbitol, manitol y galacticol), las 

metilaminas y los compuestos meltilsulfonados (Yancey, 2005; Burg, 2008).   
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Osmoregulación en las levaduras

 
 
Figura 1. Esquema de la osmoregulación en levaduras. Cuando hay un aumento en la 
concentración de osmolitos en el ambiente extracelular, rápidamente inicia la salida de agua de la 
célula lo que lleva a la pérdida de la turgencia de la membrana y a una disminución en el volumen 
celular. En la fase de adaptación, se sintetiza y acumula glicerol, se recupera agua y con ello se 
restablece la turgencia de la membrana y el volumen celular (Tomado y modificado de Kühn & 
Gennermark, 2013).  
 
 

 
1.3. LA VIA DE RESPUESTA AL ESTRÉS HIPEROSMOTICO EN S. 
cerevisiae 
 
La vía HOG es una de las vías de MAP cinasas mejor caracterizadas en la levadura 

Saccharomyces cerevisiae (Revisado en Hohmann, 2002) y está involucrada en 

producir solutos compatibles como el glicerol, el cual es necesario para evitar el daño a 

las estructuras celulares y a diferentes macromoléculas, las cuales sufren 

modificaciones estructurales que dañan su función en condiciones de alta osmolaridad 

(Burg, 2008). Esta levadura detecta fluctuaciones en el gradiente osmótico a través de 

cambios en la tensión de membrana y este “estiramiento” desencadena una respuesta 

mediada por la MAPK Hog1p (Brewster & Gustin, 2014).  
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En Saccharomyces cerevisiae la vía HOG se compone de las ramas Sln1p (Posas, 
1996) y Sho1p (Maeda, 1995). Cada una involucra una proteína transmembranal que 

actúa sobre otros componentes que se encuentran río abajo de la vía. Ambas ramas 

convergen en la MAPKK Pbs2p, la cual mediante fosforilación activa a la MAPK Hog1p. 

Hog1p fosforilada se transloca al núcleo para regular la transcripción de varios genes 

(Posas, 1997; Ferrigno, 1998).  

 

1.3.1. LA RAMA SLN1 

La rama de SLN1 es una variación de los sistemas de dos componentes   

descritos para bacterias. Esta rama consiste en un sistema de fosforrelevo el cual se 

encuentra activo bajo condiciones normales de presión en la membrana (Fassler & 
West, 2010) (Figura 2a). Este sistema está conformado por la proteína transmembranal 

homodímerica Sln1p que contiene un dominio cinasa de histidina (HK) y un dominio 

aceptor de fosfatos, Ypd1, que es la proteína que se encarga de transferir el fosfato a 

un residuo de aspartato (D) en el dominio aceptor de la proteína reguladora de 

respuesta Ssk1, la cual fosforilada es incapaz de activar a las MAPKKK río abajo 

(Figura 2b). Cuando la célula se encuentra en condiciones de estrés osmótico 

disminuye la presión en el turgor de la membrana, deshidratando la célula y 

ocasionando una reducción en su volumen, esta serie de procesos inhiben la 

autofosforilación de Sln1p por lo que Ypd1p interrumpe la transferencia de fosfatos y 

esto permite la acumulación de la forma no fosforilada de Ssk1, la cual que interactúa 

con el dominio amino terminal de la MAPKKK Ssk2p favoreciendo su autofosforilación 

(Posas & Saito, 1998) y de esta manera puede activar a Pbs2p y ésta a su vez a 

Hog1p. Hog1p fosforilada se internaliza en el núcleo (Posas, 1996; 1997) (Figura 4).   
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Figura 2. Sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae. a) Esquema del mecanismo de transferencia 
del fosfato entre Sln1p→Ypd1→Ssk1. El dominio cinasa de histidina (HK) de Sln1p transfiere el 
fosfato al dominio aceptor aspartato (D) localizado en la misma proteína, posteriormente el 
fosfato se transfiere a Ypd1p y después a Ssk1p. b) Vía SLN1 en condiciones isoosmóticas, las 
flechas indican las reacciones de  transferencia del fosfato. Los elementos activos se encuentran 
en gris y los componentes inactivos en blanco (Tomado y modificado de Posas, 1996).    
 

                         

1.3.2. LA RAMA SHO1 

La rama de SHO1, se compone de varias proteínas entre las cuales están 

Sho1p, Cdc42, Ste20p, Ste11p y Ste50p y algunas de estas participan en otras vías de 

señalización en levaduras: Sho1p, Cdc42p, Ste20p, Ste50p y Ste11p participan en la 

vía de crecimiento filamentoso y al menos Cdc42p, Ste20p y Ste11p son importantes 

en la vía de repuesta a feromonas. Sin embargo, la activación de estas proteínas a 

través de un estímulo específico induce, en cada caso una respuesta adaptativa 

específica (Dohlman & Thorner, 2001).  
Sho1p es una proteína que se localiza predominantemente en la membrana 

plasmática en regiones de crecimiento apical, como en las zonas en las cuales emerge 

la gema o en el cuello de la misma (Raitt, 2000; Reiser, 2000). Sho1p es una proteína 

de 367 aminoácidos y está compuesta de una región amino terminal con cuatro 

dominios transmembranales separados por 3 asas cortas de 5 a 8 aminoácidos cada 
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una (Maeda, 1995). Tiene una región carboxilo terminal que le sirve para interactuar 

con otras proteínas. Sho1p se requiere para la activación de la rama de SHO1 en la vía 

HOG1 y funciona como una proteína de andamiaje ya que se ha demostrado que 

participa en al menos dos interacciones funcionales, ya que contiene un dominio SH3 

en la región del carboxilo terminal que le permite interactuar con una región rica en 

prolinas de la MAPKK Pbs2p. Esta interacción ocurre de manera constitutiva y es 

independiente de Hog1p (Zuzuarregui, 2015). En la misma región carboxilo terminal 

Sho1 tiene un dominio a través del cual interactúa con la MAPKKK Ste11p (Maeda, 
1995; Zarrinpar, 2004). El anclaje a la membrana es esencial para que Ste11p pueda 

activar de manera eficiente a Pbs2p (figura 3 y 4).  

 

         
Figura 3. Activación de la rama SHO1. Cuando la célula se encuentra en condiciones 
isoosmóticas las proteínas se encuentran en el citoplasma. Después de la exposición a estrés 
osmótico Sho1p a través de su interacción con Pbs2p y Ste11p lleva al complejo de proteínas a la 
membrana para activar a Hog1p (Tomado y modificado de Zarrinpar, 2004 y Zuzuarregui, 2015). 
Las flechas indican la cascada de activación del módulo de MAPK cinasas. 
 
 

Cuando la célula se encuentra en estrés hiperosmótico, los elementos río arriba 

de la vía de SHO1 permiten la activación de Ste11p a través de diferentes proteínas 

entre las cuales están Cdc42p que es una proteína G monomérica del tipo Rho que se 

une a Ste20p, una proteína que pertenece a la familia de las PAK cinasas (cinasas 

activadas por p21) (figura 3 y 4). Ste20p en su forma activa, fosforila a la MAPKKK 

Ste11p en la Ser 281, Ser 285 y la Thr 286, que favorece la disociación del dominio 

inhibitorio de la región amino terminal del dominio catalítico carboxilo terminal 
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(Tatebayashi, 2006). Ste11p también se une a Ste50p a través de un dominio SAM 

(motivo alfa estéril) que se encuentra en el amino terminal de la proteína adaptadora, 

este suceso permite que el dominio inhibitorio amino terminal  de Ste11p se disocie del 

dominio cinasa localizado en el carboxilo terminal (Wu, 1999).  
 

La interacción entre Ste50p y Ste11p es constitutiva, mientras que la 

fosforilación de Ste11p sólo ocurre en condiciones de estrés osmótico. Sin embargo 

ninguno de los eventos anteriormente mencionados es suficiente para activar la vía  

HOG. Esta vía se puede activar de forma constitutiva sólo cuando se sobreexpresa una 

versión de Ste11p que carece del dominio inhibitorio amino terminal (Lamson, 2006). 
Además la hiperactivación de la vía mediada por mutaciones puntuales en el dominio 

SH3 de Sho1p requiere de una mutación adicional en Ste11p que la mantenga 

hiperactiva. Esto sugiere que la activación de la vía HOG después del choque osmótico 

requiere que Ste11p esté activado y concentrado en la membrana y esto se lleva a 

cabo por medio de su unión con Ste50p la cual se ancla a la membrana a través de su 

asociación con Opy2p, Cdc42p y Sho1p (Drogen, 2000; Zarrinpar, 2004). La 

arquitectura del complejo asociado a la membrana se establece por interacciones 

directas entre la parte citoplásmica de Sho1p con Ste11p y esta interacción favorece 

que Ste11p interactúe de manera eficiente con su sustrato Pbs2p, el cual también se 

localiza en la membrana mediante su interacción con el dominio SH3 de Sho1p (Figura 

4). Además, el reclutamiento de Ste11p a los sitios de ensamble de complejos 

localizados en la membrana para responder a alta osmolaridad, es muy relevante para 

evitar el entrecruzamiento entre la vía de respuesta a feromonas y la vía de crecimiento 

filamentoso, ya que cuando la interacción mediada por SH3 se interrumpe, puede 

ocasionar entrecruzamiento con la vía de apareamiento, probablemente por la 

activación de la MAPKKK Ste7p. 

 

Es importante reconocer que Sho1p no solo participa como un osmosensor si no 

también como una proteína adaptadora (como ya se mencionó anteriormente), que 

funciona como un conector de diferentes señales entre la pared celular y las cascadas 

de MAPK a través de la formación de diferentes complejos que están asociados a la 
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membrana. En las vías de crecimiento filamentoso y osmoregulación Sho1p requiere a 

Msb2p y Hkr1p, que son proteínas de un cruce transmembranal y una región 

extracelular altamente glicosilada, las cuales estimulan la función de andamiaje 

coordinada por Sho1p y Pbs2p (Tatebayashi, 2007; de Nadal, 2007) (figura 4). Estas 

proteínas son parecidas a las mucinas que en humanos son componentes principales 

de la mucosa que cubre la superficie del epitelio interno y el glicocálix. La interacción 

de los dominios extracelulares glicosilados con la red de quitina y glucanos podrían 

ayudar a percibir el estrés osmótico de una manera similar a lo que ocurre con Sln1p. 

La deshidratación de la pared ocasiona cambios en la superficie de contacto entre la 

membrana y la pared celular y esto podría ser detectado por estas mucinas y activar la 

vía HOG1 a través de Sho1p, aunque por mecanismos de interacción diferentes. La 

forma activa de Msb2p interactúa con la proteína citosólica Bem1p para reclutar a 

Ste20p o Cla4p a la membrana y activar a Ste11p. La activación de la vía HOG por 

Hkr1p no requiere a Bem1p (Tanaka, 2014). La proteína transmembranal Opy2p tiene 

solo un dominio transmembranal y su región carboxilo terminal citoplásmica tiene 

múltiples sitios de unión funcionalmente distintos para Ste50p, la proteína adaptadora 

necesaria para la señalización entre Ste11p y Pbs2p (Yamamoto, 2010) (figura 4).  
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Respuesta a estrés osmótico en S. cerevisiae 
                                                      

 
 
Figura 4. La vía HOG de la respuesta al estrés osmótico. En condiciones iso-osmóticas el 
fosforrelevo de la rama SLN1 se encuentra activo transfiriendo un grupo fosfato de Sln1p a 
Ssk1p; y las proteínas de la rama SHO1 están localizadas en el citoplasma.  Cuando se eleva la 
concentración de osmolitos en el ambiente, el fosforrelevo se detiene para que Ssk1p en 
condiciones no fosforiladas permita la activación de Ssk2/22p. En la rama SHO1 las proteínas son 
rápidamente reclutadas a la membrana para permitir una cascada de fosforilación de Ste20p a 
Ste11p y posteriormente a Pbs2p que es la MAPKK donde convergen ambas vías. Pbs2p se 
encarga de fosforilar a Hog1p para que esta MAPK entre a núcleo y active diversos genes blanco 
(Tomado y modificado de Hohmann, 2002; Brewster, 2014).  
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1.4. LA IMPORTANCIA DE LA VÍA HOG 

Se ha considerado que es una ventaja tener dos ramas de señalización ya que 

esto provee de un comportamiento robusto a las perturbaciones que puede sufrir la 

célula. Mediante estudios en biología de sistemas se identificó que la rama de SLN1 en 

S. cerevisiae es la más importante ya que controla casi el total de los mecanismos de 

osmoadaptación y también ayuda a darle especificidad a la vía de respuesta a estrés 

osmótico, mientras que la rama de SHO1 puede desempeñar el papel de transmitir 

señales provenientes de otras vías como la vía de integridad de la pared celular, 

además de contribuir a que las células se adapten a un estrés osmótico moderado. 

Esta puede ser una de las razones por la que la rama SLN1 esté evolutivamente más 

conservada en otras levaduras y hongos que la rama SHO1 (Parmar, 2009).  
 

Las dos ramas que conforman la vía HOG han sido consideradas como 

redundantes ya que convergen en la activación de la MAPKK Pbs2p. Se han realizado 

estudios en mutantes de cada una de las ramas. Si se intercepta la señal en la rama  

SLN1, la rama SHO es capaz de activar a la MAPK Hog1p y viceversa. Sin embargo, 

cuando se eliminan componentes de ambas ramas, como en  Δssk2Δssk22 Δsho1  o  

Δssk2Δssk22Δste11,  ó en la MAPKK Pbs2p, las células de S. cerevisiae muestran 

sensibilidad a estrés hiperosmótico (Posas & Saito, 1997). Después del estímulo con 

estrés hiperosmótico Pbs2p fosforila a Hog1p en un motivo Thr-X-Tyr lo cual conduce a 

cambios estructurales y a un aumento rápido de su actividad. Posterior a la 

fosforilación, Hog1p se transloca al núcleo (Bell & Engelberg, 2003).  
 

 

1.5. LA ACTIVIDAD DE Hog1p EN EL NÚCLEO 

Después del estímulo con estrés osmótico Hog1p se transporta al núcleo en 

segundos y mantiene su actividad alrededor de 20 minutos, mientras se produce la 

respuesta adaptativa (acumulación de glicerol), y después disminuye gradualmente 

hasta alcanzar sus niveles de fosforilación basales después de una hora, aún cuando 

las células permanezcan expuestas al estrés osmótico (Reiser, 1999). Mediante un 

análisis de microarreglos se identificó que la señalización inducida por Hog1p afecta 
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alrededor del 70% de los genes de respuesta a estrés general (Rep,  2000) y  regula la 

expresión de más de 300 genes en respuesta al estrés osmótico. Mientras la MAPK 

Hog1p permanece en el núcleo lleva a cabo diferentes funciones, una de ellas es la 

fosforilación de factores de transcripción como Hot1p, Sko1p, Msn2/4p y Smp1p con lo 

cual modula la actividad transcripcional de varios genes involucrados en la 

osmoadaptación (Hohmann, 2002; Ni L, 2009). Los factores de transcripción Msn2/4p 

son mediadores importantes en los cambios de expresión génica a través de la 

secuencia reguladora STRE (stress response element). Hog1p además induce la 

redistribución del complejo de la RNA polimerasa II y estimula el remodelamiento de la 

cromatina, mediante el reacomodo de nucleosomas para favorecer la actividad 

transcripcional de los promotores de genes de respuesta al estrés (Alepuz et al. 2003).  
Entre los genes que se regulan por Hog1p se encuentran los que están 

relacionados con la síntesis y el transporte del glicerol. El gen GPD1 codifica para una 

enzima que convierte la fosfato-dihidroxiacetona (DHPA) en glicerol; el gen GPD2 

codifica para la Glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa y los genes GPP1 y GPP2 codifican 

para la Glicerol-3-fosfatasa (Blomberg, 2000; Brewster & Gustin, 2014). El gen STL1 

codifica para el simportador glicerol-protón (Ferreira & Lucas, 2007; Rep,  2000). En el 

citoplasma, la activación de Hog1p induce el cierre del canal Fsp1p (Lee, 2013). La 

síntesis, el transporte y la acumulación de glicerol ayuda a la célula a restablecer el 

balance osmótico, lo que conlleva a que la levadura pueda sobrevivir en un medio con 

alta osmolaridad (Posas, 1998).  
 

1.6. LA REGULACIÓN DE LA VÍA HOG 

Después de que se lleva a cabo el proceso de adaptación a alta osmolaridad, la 

vía HOG se regula de manera negativa y a diferentes niveles. La actividad de Hog1p 

durante la osmoregulación es necesaria para estimular la defosforilación del propio 

Hog1p y para inhibir la activación de otras vías de señalización como la de crecimiento 

filamentoso y la respuesta a feromonas. Hog1p es defosforilado en mediante las 

fosfatasas Ptp2p, Ptp3p (que reconocen residuos de tirosina de proteínas del núcleo y 

del citoplasma respectivamente) y Ptc1p, Ptc2p y Ptc3p (fosfatasas para residuos de 

serina/threonina) que actúan sobre  los residuos de la threonina 174 y la tirosina 176 
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(Saito & Tatebayashi, 2004). Por otro lado Hog1p también fosforila a Ste50p en 

diferentes sitios para disminuir su afinidad por la proteína transmembranal Opy2p y de 

esta manera inhibir la activación de la MAPK de crecimiento filamentoso Kss1p durante 

el estrés osmótico (Hao, 2008; Yamamoto, 2010). Sho1p  también se regula 

negativamente por fosforilación dependiente de Hog1p. Cuando esto ocurre, Sho1p se 

monomeriza y se inactiva (Hao, 2007). La inhibición por retroalimentación de los 

componentes de la vía HOG es muy importante para evitar una hiperestimulación 

ocasionada por el estrés osmótico que pueda conducir a la muerte celular y para 

prevenir la activación de otras vías con las cuales se comparten algunos componentes.  

 

1.7. PAPEL DE Hog1p EN LA REGULACIÓN DE LA FISIOLOGIA 
CELULAR  
 
1.7.1. LA REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR. 

 
El ciclo celular de la levadura S. cerevisiae se compone de cuatro fases 

consecutivas: fase S (o de síntesis de DNA), fase M (o mitosis), y fases G1 y G2. La 

progresión del ciclo celular es dependiente de la presencia de nutrientes y del estrés. 

En condiciones de estrés osmótico, Hog1p es capaz de modular transitoriamente la 

progresión del ciclo celular para permitir que las células produzcan una respuesta 

osmoadaptativa. La progresión del ciclo celular depende en gran parte del grado de 

estrés, ya que una activación prolongada de Hog1p puede conducir a la muerte celular 

(Vendrell A, 2011). La activación de Hog1p ocasiona un retraso en la fase G1 

mediante dos mecanismos: el primero consiste en la inhibición de la transcripción de 

genes que codifican para las ciclinas, Cln1p y Cln2p; y el segundo paso es la 

fosforilación de Sic1p, un inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina (CDK). Hog1p 

también es capaz de modular la progresión de la fase S mediante la regulación de las 

ciclinas Clb5p y Clb6p (retrasa su expresión), además interactúa con varias proteínas 

de los complejos de replicación y retrasa la fosforilación de la subunidad Dpd2p de la 

DNA polimerasa (Yaakov, 2009; Adrover, 2011). En la progresión a la fase G2, Hog1p 

disminuye la actividad de cinasa del complejo ciclina/CDK, Clb2/Cdc28, además de 
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regular a Clb2p (Clotet, 2007) y después del estrés osmótico, Hog1p promueve que la 

célula pueda llevar a cabo la mitosis (Reiser, 2006). 
 
1.7.2. LA REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS PROTEICA 
Como consecuencia del aumento de osmolaridad externa, las levaduras inhiben 

transitoriamente la velocidad de la síntesis de proteínas la cual continúa a niveles 

normales después de un período de adaptación. La duración en el retraso de la 

traducción está directamente relacionada con la severidad del estrés (Uesono & Toh-
e, 2002).  Hog1p fosforila y activa a la proteína cinasa Rck2p la cual está involucrada 

en la regulación de la traducción ya que fosforila al factor de elongación EF-2 que tiene 

como consecuencia la inhibición de la síntesis de proteínas (Bilsland-Marchesan, 
2000 & Teige, 2001). Se sabe que durante la adaptación general al estrés se activa la 

expresión de un gran número de genes y sólo algunos son completamente 

dependientes de Hog1p,  ya que cuando Hog1p está activo, estimula la síntesis de 

proteínas codificadas por estos genes, lo cual sugiere que existe una traducción 

preferente de determinados mRNAs bajo condiciones de hiperosmolaridad, aunque las 

bases moleculares de este fenómeno no están todavía esclarecidas (Melamed, 2008; 
Warringer, 2010).  
.  

1.7.3.  LA REGULACIÓN DE LA RESPUESTA RETRÓGRADA 
En levaduras la actividad mitocondrial regula la expresión de  genes nucleares 

que están involucrados en la biogénesis y algunas funciones de la mitocondria, a este 

proceso se le llama respuesta retrógrada (RTG). En S. cerevisiae la vía de respuesta 

retrógrada funciona como un mecanismo de respuesta al estrés, en el cual se ajustan 

las rutas metabólicas y biosintéticas para compensar las alteraciones ocasionadas por 

la exposición de la célula a condiciones  adversas  (Liu & Butow, 1999). Cuando la  vía 

de la RTG se encuentra inactiva, el complejo de transcripción heterodimérico 

Rtg1p/Rtg3p se localiza en el citoplasma. Después de la activación a través de Rtg2p, 

el complejo Rtg1p/Rtg3p se disocia para translocarse al núcleo. En respuesta al estrés 

hiperosmótico Hog1p regula la acumulación en el núcleo del complejo  Rgt1/Rgt3p, así 

como su asociación con los promotores de la respuesta RTG y además controla la 
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actividad transcripcional de RGT3. La participación de Hog1p a diferentes niveles en la 

RTG, es esencial para la regulación de genes que son importantes para la actividad 

mitocondrial durante la adaptación al estrés osmótico (Ruiz-Roig, 2012).   
 

1.8. LA VIA HOG EN OTRAS LEVADURAS 

La vía de Hog1 fue descrita hace tiempo y se ha estudiado ampliamente en S. 

cerevisiae. Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado en otras 

levaduras, entre las cuales están Schizosaccharomyces pombe y Candida albicans.  

 

En S. pombe por ejemplo se ha descrito la vía de Sty1p muestra algunas 

similitudes con la vía HOG, en cuanto a que responde al estrés osmótico y activa genes 

que son requeridos para la adaptación a condiciones de estrés hiperosmótico (Degols, 
1996; Hohmann, 2002). Sin embargo, Spc1/Sty1p no es una proteína que responda 

únicamente a condiciones de hiperosmolaridad, también se ha descrito que puede 

activarse en presencia de altas temperaturas, estrés oxidativo (Degols, 1996; 
Samejima, 1997) y en condiciones de bajos niveles de nutrientes (Shiozaki, 1996; 
1997).   La vía de Spc1/Sty1p parece estar más relacionada con vías de cinasas de la 

familia de Jnk1 o p38 que con la vía HOG de S. cerevisiae (Degols, 1996). Además, 

otra diferencia importante de la vía de Spc1/Sty1p con respecto a la vía de Hog1p es su 

composición ya que en S. pombe no existe una proteína homóloga a Sho1p y la 

regulación de Spc1/Sty1p se lleva a cabo por el sistema de fosforrelevo que se activa 

por estrés oxidativo pero no por estrés osmótico (Buck, 2001).  
En C. albicans hay un respuesta central al estrés y ocurre de una manera 

específica dependiendo del nicho donde se encuentre la levadura, por ejemplo, en el 

humano promueve la sobrevivencia de este patógeno dentro del hospedero. En esta 

levadura la vía de la SAPK (Hog1p) (stress activated protein kinase) responde a una 

variedad de condiciones de estrés, entre otras al estrés oxidativo y al estrés osmótico 

(Alonso-Monge, 2003; Smith, 2004), además de que presenta funciones en 

morfogénesis, en respuesta a estrés por bajos niveles de carbono y en respuesta a 

estrés por metales pesados entre otros. La vía de SAPK se regula únicamente por la 

MAPKKK Ssk2p ya que mutantes ΔCahog1 y ΔCassk2 muestran el mismo fenotipo en 
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condiciones de estrés osmótico, estrés oxidativo y en la morfología de crecimiento 

filamentoso. Además, en mutantes ΔCassk2 expuestas al estrés osmótico y oxidativo, 

CaHog1p no puede ser activado  y no se acumula en núcleo (Cheetman, 2007). De 

manera similar a lo que ocurre en S. cerevisiae y S. pombe, la respuesta a este tipo de 

estrés parece depender del sistema de fosforrelevo (Hohmann, 2002; Kruppa, 2006).  
 
 Aún cuando en C. albicans se han identificado genes homólogos de la rama SHO1 de 

S. cerevisiae, como la MAPKKK CaSte11p, estas proteínas no participan en la 

activación de CaHog1p en respuesta al estrés osmótico (Cheetham, 2007). En C. 

albicans Sho1p desempeña un papel importante en el control de la MAPK Cek1p que 

regula la biogénesis de la pared celular y la morfogénesis. Se mostró que las mutantes 

ΔCaste11 y ΔCasho1 son sensibles a agentes inductores de estrés de pared celular. 

Esto indica que aunque la regulación de estas dos vías es similar en S. cerevisiae y C. 

albicans, la función de Sho1p en la regulación de Hog1p en estrés hiperosmótico 

parece ser exclusiva de S. cerevisiae (Cheetham, 2007). 
 

Como se mencionó anteriormente en S. cerevisiae la vía SHO1 también 

transmite la señal en respuesta a daño en la integridad de la pared celular así como en 

el crecimiento filamentoso además del estrés hiperosmótico, lo cual en C. albicans no 

ocurre.  
 

Las condiciones que estimulan la respuesta central al estrés en C. albicans son 

diferentes de las que inducen respuestas similares en S. cerevisiae y S. pombe, 

además el circuito molecular que detecta y transduce las señales de estrés involucra 

vías de señalización que tienen que ver con el crecimiento y la sobrevivencia de C. 

albicans dentro del humano. C. albicans, S. cerevisiae y S. pombe no comparten el 

mismo nicho ecológico, por lo tanto es probable que las condiciones que activan una 

respuesta a estrés sean diferentes en cada una de las levaduras y se genere de 

manera específica de acuerdo al ambiente donde se desarrollan (Smith, 2004). 
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1.9.  Kluyveromyces lactis COMO UN MODELO DE ESTUDIO 
 
 Kluyveromyces lactis es una levadura que pertenece a los ascomicetos, se ha 

aislado de diferentes nichos ecológicos y algunas cepas se desarrollan en productos 

lácteos y son capaces de fermentar lactosa. Es una levadura que se encuentra 

relacionada con S. cerevisiae y se considera un excelente modelo ya que tiene 

características metabólicas y fisiológicas diferentes (Wesolowski-Louvel, 1996; 
Rodicio & Heinisch, 2013). K. lactis presenta un metabolismo fermentativo-respiratorio 

y la mayoría de las cepas pueden crecer en fuentes de carbono fermentables. El 

bloqueo en la respiración por la pérdida de DNA mitocondrial tiene un efecto letal 

porque esta levadura no es capaz de crecer en condiciones anaerobias estrictas  

(Wesolowski, 1996). 
 

 El genoma de K. lactis está completamente secuenciado y se ha visto que a 

diferencia de lo que ocurrió en S. cerevisiae, en esta especie no hubo un evento de 

duplicación del genoma (WGD) (OhEigeartaigh, 2011). Este hallazgo explica porqué 

los genes que participan en el metabolismo central y en vías de señalización son 

menos redundantes en K. lactis.  

 

 Como en todas las células eucariontes, K. lactis también utiliza vías MAPK 

para convertir las señales del ambiente en cambios intracelulares que generan una 

regulación de la expresión genética. En K. lactis se han estudiado tres vías de MAPK; 

la vía de respuesta a feromonas (Coria, 2006), la vía de respuesta al estrés osmótico 

(Kawasaki, 2008) y la vía de integridad de la pared celular (Backhaus, 2011). De 

manera general los componentes de la vía de respuesta a feromonas están 

conservados entre K. lactis y S. cerevisiae, pero su funcionamiento es diferente. En K. 

lactis se encontró que además del dímero KlGβɣ, la subunidad KlGα también transduce 

la señal río abajo y aumenta la eficiencia del apareamiento mediante la interacción con 

la proteína adaptadora KlSte50p (Sánchez-Paredes, 2011). Se identificó que el módulo 

de MAPKs está constituido por la MAPKKK KlSte11p, la MAPKK KlSte7p y la MAPK 

KlFus3p, así como  la proteína de andamiaje KlSte5p y el factor de transcripción 

KlSte12p. En un estudio realizado por Kawasaki y cols. (2008) se encontró que las 
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mutantes en algunos de los componentes del módulo de MAPK descritos para la vía de 

respuesta a feromonas (KlSTE11, KlSTE20, KlSTE50) presentaban sensibilidad a 

estrés osmótico; así también una mutante en KlHOG1 (Kawasaki, 2008) que codifica 

para la MAPK de la vía de respuesta al estrés osmótico previamente descrita para S. 

cerevisiae.  
 Cialfi y cols. (2011) reportaron un estudio en el cual una mutante del gen 

KlHSL1 muestra defectos en la acumulación de glicerol y presenta aumento en la 

fosforilación de KlHog1p en condiciones de alta osmolaridad, además de  presentar 

alteraciones en la pared celular y la composición de lípidos de la membrana.  

 En un estudio de comparación de genomas de diferentes especies de 

levaduras se encontró que en K. lactis están la mayoría de las proteínas ortólogas que 

en S. cerevisiae funcionan en la vía de respuesta al estrés hiperosmótico, excepto la 

MAPKKK Ssk22p (cinasa redundante de Ssk2p) (Krantz,  2006).  Además de los 

estudios anteriormente mencionados, muy poco es lo que se ha investigado sobre la 

arquitectura y regulación de la vía de respuesta al estrés osmótico en la levadura K. 

lactis (Rodicio & Heinisch, 2013).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La vía de respuesta a estrés hiperosmótico (HOG)  es una de las vías de señalización 

mejor estudiadas en S. cerevisiae. Hog1p ha sido identificada y caracterizada en 

diferentes hongos y se ha observado que puede haber diferencias importantes en 

cuanto al funcionamiento de la vía que activa esta proteína.  En K. lactis se encuentran 

la mayoría de las proteínas que en S. cerevisiae funcionan en la vía de respuesta al 

estrés hiperosmótico. A excepción de un estudio genético en donde se observó el 

fenotipo de algunas mutantes,  son pocos los reportes en los cuales se ha investigado 

la arquitectura y regulación de la vía de respuesta a estrés hiperosmótico en la 

levadura K. lactis. Para esto es importante realizar estudios que aporten un mayor 

conocimiento acerca de cómo funciona la vía HOG en esta especie y si las ramas 

SLN1 y SHO1 son redundantes o participan de manera diferencial para responder al 

estrés hiperosmótico. En este trabajo describimos la contribución que tiene la rama 

SHO1 en la respuesta al estrés osmótico en la levadura K. lactis, haciendo énfasis en 

la MAPKKK Ste11p, y describimos que la fosforilación de Hog1p puede ocurrir por una 

vía independiente de las dos ramas y que cuando esto ocurre no es suficiente para 

generar protección contra el estrés.  
 
 

3. HIPÓTESIS 
 

En K. lactis se encuentran la mayoría de los componentes de la vía HOG descritos para 

S. cerevisiae. Si las ramas SHO1 y SLN1 están conservadas en K. lactis las mutantes 

sencillas en cualquiera de las ramas no mostrarán sensibilidad en un medio 

hiperosmótico ya que en ausencia de una rama, la otra será capaz de compensarla. 

Sólo cuando ambas ramas sean interrumpidas, el crecimiento de las levaduras en un 

medio hiperosmolar será inhibido y KlHog1p no será fosforilado.   
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4. OBJETIVO GENERAL 
 

 Estudiar la conservación de las ramas SHO1 y SLN1 de la vía HOG en 

Kluyveromyces lactis y su función en la respuesta al estrés hiperosmótico.  

 

 

Objetivos Particulares 

♦  Conocer cuáles son los componentes de la rama SHO1 que participan en la 

respuesta a estrés hiperosmótico en Kluyveromyces lactis. 

 

♦ Determinar si KlHog1p se fosforila y cuál es su localización en respuesta al 

estrés hiperosmótico. 

 

♦ Investigar si en condiciones de estrés osmótico, KlHog1p es capaz de inducir 

activación de genes blanco. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. Cepas, medios de cultivo y plásmidos 

Las cepas de Kluyveromyces lactis utilizadas en este trabajo son MD2/1 (MATα 

argA lysA ura3) (Bianchi, 1987) y 155 (MATa ade2 his3 ura3) (Saviñón-Tejeda, 2001).  
La cepa DH5α de Escherichia coli se utilizó para la propagación de plásmidos y para 

producir DNA para secuenciación. Para la selección de bacterias recombinantes se 

utilizó medio LB adicionado con 100µg/ml de ampicilina. Para levaduras se utilizó 

medio extracto de levadura peptona dextrosa (YPD) que contiene 1% de extracto de 

levadura, 2% de bactopeptona y 2% de glucosa. Para la selección negativa del 

marcador URA3 se añadió 1mg/ml de 5-Ácido fluoroorotico (5-FOA). En el medio 

YPGal se sustituyo la glucosa al 2% por galactosa. Para las pruebas de estrés 

hiperosmótico se añadió a los medios YPD y YPGal, 0.7M de KCl y 1M de Sorbitol. 

Para selección de colonias levadurifomes con plásmidos se utilizó medio mínimo (SD) 

(base nitrogenada de levadura al 0.67% sin aminoácidos (DIFCO) y glucosa 2%) 

suplementado con aminoácidos y bases nitrogenadas requeridos, en una concentración 

de 50 µg/ml. Para el medio SGal se sustituyó la glucosa 2% por rafinosa ó galactosa. 

Para los ensayos de Southern blot, tecnología de DNA recombinante y manipulación de 

levaduras se utilizaron protocolos ya descritos. El plásmido pGEM-Easy vector 

(Promega) se utilizó para clonar y secuenciar productos de PCR. El fagemido 

pBlueScript KSII se utilizó para la subclonación de productos de PCR. Para la 

interrupción de genes se utilizó el vector de integración YIp352-URA (Kawasaki L, 
2008). El vector YEpKDGal (Kawasaki L, 2005) se utilizó para inducir la expresión de 

genes utilizando galactosa. 
 

5.2. Clonación y secuenciación de genes 

Las mutantes de K. lactis ΔKlste20, ΔKlste50, ΔKlste11, ΔKlpbs2 y ΔKlhog1 se 

realizaron por recombinación homóloga  como se describe en Kawasaki et al., 2008; y 

son isogénicas a la cepa MD2/1.  
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Se hizo una búsqueda en la base de datos del genoma de K. lactis, Genolevures 

project II (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA) lo cual permitió identificar posibles 

marcos de lectura abiertos (ORF´s) para los genes ortólogos KlSHO1 y KlSSK2 que en 

S. cerevisiae participan en la vía HOG.  

Para amplificar al gen KlSHO1 se utilizaron los oligonucleótidos Sho1a [(-7) 

CAGAGAGATGGCGTTGAT (-11)] y Sho1b [(-1076) ATCAGTGTGATTTCCCAT (-

1059)] y para el gen KlSSK2 se utilizaron los oligonucleótidos SSk2a [(-19) 

CAGTTCGTCGacTAAAGCCATGTC (-5)] y Ssk2b [(-4676) AACTTTTATGTCTtctAGAA 

CTAGTT (-4650)], las letras minúsculas indican las modificaciones realizadas para 

insertar los sitios de restricción (fragmento subrayado) SalI y XbaI respectivamente. Los 

fragmentos obtenidos por PCR se clonaron en pGEM-Easy vector ® (Promega) y 

posteriormente se enviaron a secuenciar para verificar que no se presentarán 

mutaciones que pudieran alterar la función del gen.  

Para la interrupción el gen KlSHO1 se reemplazó el fragmento BclI-PstI (496-pb) 

por la secuencia URA3 del vector de integración Yip352. El plásmido pGEM-

KlSHO1URA3 se linearizó con las enzimas EcoRI y SacI que se encuentran en la 

secuencia de vector pGEM. En los extremos 3´ y 5´ hay secuencias de recombinación 

de 399 y 185pb respectivamente. Para interrumpir la función del gen KlSSK2 se 

subclonó el fragmento EcoRI-HindIII (1861-pb) en el vector de integración para 

levaduras YIp352 digerido previamente con las mismas enzimas. El plásmido YIp352-

KlSSK2 se digirió con la enzima XhoI y se perdió un fragmento de 316pb. En el 

extremo 3´ y 5´ se dejaron secuencias de 483pb y 1189pb respectivamente para 

favorecer la recombinación.  

La interrupción de los genes se realizó por recombinación homóloga en células 

MD2/1 MATα. Las mutantes se seleccionaron en un medio sin uracilo. Para realizar 

dobles mutantes,  las mutantes sencillas URA3+ se plaquearon en medio YPD con 5-

FOA a 30°C hasta que aparecieron colonias. 

Para generar las dobles mutantes, se utilizó como fondo genético una 

segregante ΔKlssk2URA-.  Para la doble mutante ΔKlssk2 Δsho1 se transformó con el 

plásmido pGEM-KlSho1URA3 (utilizando el procedimiento anteriormente mencionado). 

Para la doble mutante ΔKlssk2 Δste11 se transformó siguiendo el protocolo descrito en 

http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/KLLA�
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Kawasaki, 2008. Todas las interrupciones se analizaron y confirmaron mediante 

Southern blot. 

 

El gen KlPBS2 se amplificó por PCR utilizando los oligonucleótidos Pbs2a [(-7) 

TCCAATTATGAGTAATAG (-11)] y Pbs2b [(-2183) AGCTTAACTTACAATCCG (-2166)]  

El alelo KlPBS2KM (donde KM indica la sustitución de la Lys447 por Met) se generó por 

PCR y se utilizó el oligonucleótido iniciador (-1327) TAATGGCCATGATGGAAGTCAGA 

TT (-1351) que tiene una sustitución en la adenina 1339 por timidina (negritas) y el 

oligonucleótido Pbs2b como oligo reversa. Para un segundo PCR se utilizó el oligo 

Pbs2a y el producto del PCR1 como oligo reversa. Los productos de PCR obtenidos se 

subclonaron en el vector pGEM-T Easy. Para subclonar el gen silvestre y mutante 

KlPBS2, se digirió el vector PGEM-KlPBS2 y pGEM- KlPBS2KM  con la enzima NotI que 

genera extremos romos, estos fragmentos se subclonaron en el vector YEpKDGal 

previamente digerido con BamHI y rellenado con la enzima Klenow. 

 

5.2.1. Fusión KlSho1TM-KlSte11 

La construcción pGEM-KlSTE11, previamente descrita en Kawasaki et al. 

(2008), se digirió con la enzima XhoI y se obtuvo un fragmento de 2193 pb, el cual se 

incubó con la enzima Klenow y se subclonó en el vector YEpKDGalURA (Saviñón-
Tejeda, 2001), previamente digerido con EcoRI y rellenado con la enzima Klenow. 

Como resultado de esto se generó el plásmido YEpKDGal-KlSTE11. Para construir una 

proteína híbrida que incluyera los cuatro segmentos transmembranales de KlSho1p 

fusionados al extremo amino terminal del ORF (open reading frame) de KlSTE11 se 

siguió el siguiente procedimiento: mediante una primera PCR se obtuvo un fragmento 

de 360pb etiquetado con 6 histinas utilizando como templado el plásmido pGEM-

KlSHO1 y  como  cebador  iniciador  (FSho1) [(+1) ATGCACCACCACCACCACCACT 
CTCATTTTTGGGCGATCCTTTT (+21)] en el cuál después del codón de inicio se 

insertó  una secuencia de 6 histidinas en marco de lectura abierto (letras negritas). 

Como terminador se utilizó el oligonucleótido  R-Sho1/Ste11 (TGACACGTCACTGCTC 
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ATTGGAGATGCATTATCTCC) en el cuál los primeros 18 nucleótidos corresponden a 

la secuencia complementaria del extremo 5´de KlSTE11, incluyendo el codón de inicio, 

los siguientes 18 nucleótidos corresponden a la secuencia de KlSHO1 en las 

posiciones +448 y +430 (subrayada). El producto de la PCR1 sirvió como iniciador para 

una segunda PCR en la cual se utilizó como templado el plásmido pGEM-KlSTE11. En 

esta PCR se utilizó como oligo reversa R-Ste11 (+2223) AGTAACAATACcTCgAgACTG 

AAAACGGC (+2194) el cual se realizaron modificaciones en los nucleótidos (letras 

minúsculas) para insertar el sitio de restricción XhoI (subrayado). El producto final de la 

PCR se subclonó en el vector pGEM-T y se envió a secuenciar.  

 
Para obtener el fragmento correspondiente al gen híbrido se digirió el plásmido 

pGEM-KlSHO1TM/STE11 con las enzimas NcoI yXhoI y después se rellenó con las 

enzima Klenow. El fragmento obtenido se subclonó en el vector de expresión 

YEpKDGalURA previamente digerido con la enzima BamHI y rellenado con Klenow.  

 

Para la construcción que incluye la secuencia que codifica para los cuatro 

segmentos transmembranales (TM) de KlSho1p se realizó una PCR utilizando como 

iniciador el oligo F-Sho1 y como terminador el oligonucleótido a Sho14t Rev (+430) 

TGGAGATGCTTAATCTCC (+448) el cual se modificó para insertar un codón de 

término (subrayado). El producto obtenido se subclonó en el vector pGEM-T Easy. Esta 

construcción de digirió con la enzima EcoRI y se obtuvo un fragmento de 372 pb que se 

subclonó en el vector YEpKDGalURA el cual previamente se digirió con la misma 

enzima. El plásmido resultante fue YEpKDGalSho1TM. 

 

5.2.2. Fusión KlHog1-GFP 

La amplificación del gen KlHOG1, que incluye su propio promotor se realizó por 

PCR utilizando como iniciador el oligonucleótido [(-499) TTCGCAAATCTTACTCTA (-

482)] y como terminador a R-Hog1 [(+1352) GTTTAATTTATTtAgcTaACATTACTTT 

(+1323)] en el cual, se sustituyeron algunos nucleótidos (letras minúsculas) para 

insertar un sitio ClaI antes del codón de termino de KlHOG1. El producto de PCR se 

subclonó en el vector pGEM-T Easy. Esta construcción de digirió con las enzimas PstI - 
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ClaI y se obtuvo un fragmento de 1834pb el cual se subclonó en el plásmido pSGFP 

(donado por Bertha Michel) previamente digerido con las mismas enzimas de 

restricción. Esta fusión permitió posicionar a la proteína verde fluorescente (GFP) en 

marco de lectura abierto en el extremo carboxilo terminal de KlHOG1.  La construcción 

del gen híbrido en el vector pSbGFP se digirió con las enzimas PstI-HindIII y el 

fragmento obtenido se subclonó en el vector de expresión YEpKD (Saviñón-Tejeda, 
2001) previamente digerido con las mismas enzimas de restricción. La construcción 

YEpKD-Hog1-GFP se utilizó para ensayos de expresión en levaduras.  

 

5.3. Ensayos de estrés osmótico 

Todas las cepas se incubaron a 30°C en agitación constante durante toda la 

noche en medio mínimo (SD) suplementado con los aminoácidos requeridos. Al día 

siguiente las células se diluyeron en medio fresco a una densidad óptica de 0.1 a 

600nm (OD600) y se incubaron en las mismas condiciones que el cultivo primario hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0.4 (OD600). En ensayos de expresión, el medio de 

cultivo SD se sustituyo por medio SGal para inducir la expresión del promotor de 

Galactosa. Para monitorear el crecimiento celular, se tomaron los cultivos en fase 

exponencial y se realizaron diluciones seriadas de 1:10, de las cuales se inocularon 5µl 

en cajas de YPD (o Sgal para las cepas que tienen plásmidos de expresión) con 0.7M 

KCl o 1M de Sorbitol. Las placas se incubaron a 30°C durante 48h y después se 

fotografiaron.  

Para los ensayos de fosforilación de KlHog1p, las células se incubaron a 30°C 

en medio liquido a hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 (OD600). Después se 

centrifugaron, se lavaron agua y se resuspendieron en medio fresco. Cada suspensión 

de células se incubó con y sin tratamiento, con 0.5M KCl durante 5 minutos y después 

se realizó la extracción de proteínas y los ensayos de Western blot.  

 

5.4. Ensayos de apareamiento 

Se hicieron parches de la cepa mutante sobre medio selectivo (SGal-ura) y la 

cepa silvestre se plaqueó en un medio rico, las dos se incubaron a 30°C durante 24 

horas. Para llevar a cabo el apareamiento, ambas cepas se replicaron en terciopelos, 
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se recuperaron en medio rico (YPD) y se incubaron a 30ºC durante 8h. Después de 

este tiempo se replicaron, se pasaron  a una caja de medio mínimo (SD) y se incubaron 

a 30ºC durante 48h para recuperar las células diploides. Después de este tiempo se 

tomaron fotografías de las placas.  

 

5.5. Ensayos de Western blot 

Las células se incubaron a 30°C en medio YPD o SGal (para cepas que tienen 

plásmidos) durante toda la noche en agitación. Al otro día se inoculó en medio fresco y 

se inicio el cultivo a una densidad óptica de 0.1 (OD600) y se incubaron en las mismas 

condiciones que el cultivo inicial hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 (OD600). 

Posteriormente las muestras se incubaron con y sin tratamiento con KCl 0.5M durante 

5 minutos. Después de la incubación las células se trataron con ácido tricloroacetico 

(TCA) al 85% durante 10 minutos y se centrifugaron, el sobrenadante se removió 

cuidadosamente por aspiración con vacío. El pellet se resuspendió en un buffer de lisis 

(250 mM Tris [pH 6.8], 0.5 M ditiotreitol (DTT), SDS 10%, glicerol 20%, azul de 

bromofenol 0.5%) que se ajustó a pH 8.8 con una solución de Tris 1.5M. Después se 

adicionó un volumen de 0.5 mm de perlas de vidrio y se agito en el vórtex durante 3 

minutos. Siguió 1 minuto de centrifugación y el sobrenadante se transfirió a un tubo 

limpio y se incubó a 95°C durante 5 minutos. Las proteínas se sometieron a 

electroforesis en geles de SDS- acrilamida al 10% y después se transfirieron a una 

membrana de polivinilideno difluoride inmobilion (Millipore Corporation). La membrana 

se bloqueo con leche al 7% durante 30 min y se incubó toda la noche con el anticuerpo 

primario anti-fosfo-p38 (rabbit monoclonal anti-phospho-p38 antibody, Cell Signaling 

Technology). Al otro día la membrana se lavó 3 veces durante 10 minutos a 

temperatura ambiente con una solución de PBS (phosphate-buffered saline) – 

0.1%Tween 20 y después se incubó con el anticuerpo secundario (anti-rabbit 

immunoglobulin anti-horseradish peroxidase-conjugated antibody, Zymed) durante 1h a 

temperatura ambiente. La fosforilación dual de KlHog1p se visualizó utilizando un 

sustrato quimioluminiscente (chemiluminescent horseradish peroxidase substrate, 

Millipore Corporation). El anticuerpo primario se removió de la membrana incubándola 
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a 55°C durante 30 minutos en una solución de 100mM de β -mercaptoetanol, 62.5 mM 

de Tris-HCl pH 6.8 y SDS al 2%. La membrana se incubó con el anticuerpo anti-Hog1p 

(yC-20; Santa Cruz Biotech) siguiendo el mismo procedimiento utilizado para el 

anticuerpo anti-fosfo-p38. 

 

Para identificar las proteínas marcadas con 6 histidinas la membrana se incubó 

con anticuerpo anti-His-peroxidasa de acuerdo a las indicaciones del proveedor 

(Roche). 
 

5.6. Expresión del gen KlSTL1 

Se identificó mediante hibridación Northern blot de membranas que contienen 

RNA de la cepa silvestre y las mutantes ΔKlssk2 ΔKlste11 y ΔKlhog1. Los cultivos en 

fase exponencial se incubaron a 30°C con y sin tratamiento con 0.5M KCl a diferentes 

tiempos, después se realizó la extracción del RNA total utilizando el protocolo de fenol 

ácido y se separo por electroforesis en condiciones desnaturalizantes con formaldehido 

en geles de agarosa al 1%. Cada gel se transfirió por capilaridad a una membrana de 

nylon (Amersham) como describe Sambrook, 1989. La hibridación se realizó 

utilizando como sonda un fragmento EcoRI–NcoI de 600 pb obtenido del plásmido 

pGEM-KlSTL1. La sonda se marcó con [α-32P] dCTP siguiendo el protocolo de Prime-It 

II  (random primer labeling kit, Stratagene). La hibridación se realizó a 55ºC toda la 

noche y los lavados se realizaron 3 veces con una solución de SSC 1x  (NaCl 0.15M, 

Citrato de Sodio 0.015M y SDS 0.1%) a 60ºC por 10 minutos. El RNA se KlSTL1 se 

detectó por auto radiografía.  

 

5.7. Microscopía de fluorescencia 

El medio SD se inoculó con células y se incubó toda la noche a 30°C en 

agitación. Al otro día las células se colectaron por centrifugación durante 3 minutos y se 

resuspendieron en medio SGal y se incubaron durante 5 horas a 30°C. Después,  para 

inducir el estrés osmótico, se incubaron con 0.5M KCl durante 10 minutos y las células 

se fijaron en formaldehido al 37% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Siguió 

una centrifugación y se resuspendieron en 1ml de agua destilada. Para tinción de 
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núcleo, las células fijadas se trataron con 1mg/ml de DAPI (4´,6-diamidino-2-

phenylindole) por 30 segundos, se centrifugaron y se lavaron 3 veces con una solución 

de PBS al 1%. Se retiró el sobrenadante y las células se resuspendieron en el líquido 

residual. Se tomaron 10µl de cada muestra y se observaron en el microscopio de 

epifluorescencia. Las imágenes se captaron y se ajustaron utilizando el programa 

QCapture Pro (versión 6.0) (QImages).  
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6. RESULTADOS 
 

6.1. Amplificación y clonación de KlSHO1 y KlSSK2 

En un trabajo realizado por Kawasaki y cols. en 2008 se describieron los 

fenotipos de algunas mutantes de la vía HOG. Sin embargo, fue necesario estudiar 

algunos componentes que en ese trabajo no se describen, para tener un panorama 

general del comportamiento de las ramas SHO1 y SLN1 en Kluyveromyces lactis. 

Estos componentes son KlSHO1 y KlSSK2, los cuales se identificaron en el genoma de 

K. lactis y posteriormente se amplificaron por PCR (Figura 5), se clonaron y se 

secuenciaron. 

 
 

 
Figura 5. Amplificación por PCR de KlSHO1 y KlSSK2. 
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6.2. Análisis de las secuencias de KlSHO1 y KlSSk2 
 

El análisis de la secuencia de KlSHO1 predice un gen de 1080 pb incluyendo el 

codón de término y codifica para una proteína de 360 aa. Se realizó un alineamiento 

con el gen ScSHO1 utilizando el programa BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

y los resultados muestran un porcentaje de identidad del 48% y 65% de similitud. El 

análisis de la secuencia nos indica que en KlSho1p se encuentran conservados los 

dominios de unión a las proteínas: Ste11p (residuos 171-207) (Zarrinpar, 2004; 
Tatebayashi, 2006) y Pbs2p (dominio SH3) (Marles, 2004) (Figura 6a). Para identificar 

los dominios transmembranales de KlSho1p se utilizó el programa SOSUI (Hirokawa, 
1998) y se identificó que en KlSho1p se encuentran conservados los cuatro cruces 

transmembranales que se han descrito para ScSho1p (Figura 6b). 

 
b) 

 
 
Figura 6. a) Mapa físico de KlSho1p. Se identificaron los dominios que se han descrito en su 
ortólogo ScSho1p. En verde se muestra el fragmento que corresponde a la región amino terminal 
en la cual se localizan los cuatro cruces transmembranales y el dominio a través del cual se une a 
la MAPKKK  Ste11p (color amarillo). En el carboxilo terminal se localiza el dominio SH3 a través 
del cual interactúa con la MAPKK KlPbs2p (rojo). b) Alineamiento de KlSho1p y ScSho1p. En 
verde están indicados los aminoácidos idénticos. Las regiones más conservadas corresponden a 
los cuatro cruces transmembranales (barras azules) y al dominio SH3 en donde se localiza el sitio 
de unión a Pbs2p.  
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En S. cerevisiae se expresan dos MAPKKK´s, ScSsk2p y ScSsk22p las cuales 

tienen una función redundante en la rama SLN1 (Posas F, 1996) sin embargo, en el 

análisis del genoma que se realizó en K. lactis no se encontró el ortólogo a Ssk22p. El 

análisis de la secuencia de KlSSK2 mostró que es un gen de 4656 pb que codifica para 

una proteína de 1552 aa y presenta un porcentaje de identidad del 45% y una similitud 

del 63% con respecto a Ssk2p de S. cerevisiae (ScSsk2) (figura 7). En KlSsk2p se 

identificaron algunos dominios descritos para ScSsk2p; un dominio regulatorio cuya 

función es evitar que la proteína se active constitutivamente y un dominio de cinasa 

localizado en el carboxilo terminal. En la región amino terminal (dominio regulatorio) se 

mapeó un sitio de unión al regulador de la respuesta Ssk1p (Posas & Saito, 1998) y un 

dominio de localización (LD) que le sirve a la proteína para posicionarse 

adecuadamente en condiciones de estrés osmótico (Bettinger & Amberg, 2007). El 

sitio a través del cual la MAPKK Pbs2p se une a ScSsk2p se encuentra en la región del 

dominio cinasa (Tatebayashi, 2003) (Figura 7 a y b).  
 

         
 
Figura 7. a) Mapa físico de KlSSk2p en donde se indican el dominio regulatorio (anaranjado) en 
donde se localiza el dominio de localización LD (amarillo) y la región a través de la cual interactúa 
con Ssk1p (verde). En azul se indica el dominio cinasa en donde se localiza el sitio de interacción 
con Pbs2p (rojo). b) Se muestra el alineamiento entre KlSsk2 y ScSsk2, en rojo se indican los 
aminoácidos idénticos. Con el programa BLASTp se realizó un alineamiento local de los dominios 
de KlSsk2p y ScSsk2p y la región de unión a Ssk1p (verde) presenta un 33% de identidad, el 
dominio de localización (amarillo) y el de cinasa (azul) son los que están más conservados tienen 
61% y 69% de identidad respectivamente.   
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6.3. Análisis de las mutantes de las ramas SHO1 y SLN1 en respuesta 
al estrés hiperosmótico en K. lactis 

 
Para evaluar la respuesta al estrés hiperosmótico en K. lactis, se generaron 

mutantes en los posibles componentes de la rama SHO1, los cuales se ha demostrado 

que participan en la respuesta a estrés osmótico en S. cerevisiae. En este análisis se 

incluyeron los genes que codifican para la proteína transmembranal KlSho1p, la PAK 

KlSte20p, la MAPKKK KlSte11p y su proteina adaptadora KlSte50p. Como controles se 

incluyeron las mutantes ΔKlpbs2 y ΔKlhog1, que muestran sensibilidad al estrés 

hiperosmótico (Kawasaki, 2008).  
En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos de un ensayo de diluciones 

seriadas. El crecimiento de las mutantes ΔKlsho1 y ΔKlste20 es similar al de la cepa 

silvestre en condiciones de hiperosmolaridad (0.7M KCl o 1M Sorbitol). Sin embargo, 

se observó que la inactivación de KlSte11p y de su proteína adaptadora KlSte50p 

ocasiona una disminución drástica en el crecimiento. La sensibilidad a 1M de Sorbitol 

que muestra la mutante ΔKlste11 es tan fuerte como la que se observó en las mutantes 

ΔKlpbs2 y ΔKlhog1 (Figura 8a). Este fenotipo es diferente del de una mutante Δste11 

en S. cerevisiae ya que en esta levadura se observa sensibilidad al estrés 

hiperosmótico únicamente cuando también se inactiva la rama SLN1 (Posas & Saito, 
1997). La sensibilidad observada en la mutante ΔKlste11 de K. lactis indica que esta 

proteína MAPKKK puede ser un componente importante de convergencia entre las 

ramas SHO1 y SLN1.  

Debido a los resultados obtenidos en la mutante ΔKlste11 se procedió a analizar 

si la rama SLN1 también participaba en la respuesta al osmoestrés. Para responder 

esta pregunta se construyó una mutante en el gen que codifica para la proteína 

KlSsk2p, que es la MAPKKK de la rama SLN1 de la vía HOG en K. lactis. KlSsk2p es el 

ortólogo de Ssk2p en S. cerevisiae. Los ensayos de crecimiento en 0.7M KCl y 1M de 

sorbitol (Figura 8b) demostraron que estas condiciones de hiperosmolaridad no afectan 

el crecimiento de la mutante ΔKlssk2. Se construyó entonces una doble mutante 

∆Klsho1∆Klssk2 para inactivar ambas ramas de la vía HOG en K. lactis. A diferencia de 

las mutantes sencillas ΔKlsho1 y ΔKlssk2, la doble mutante mostró una disminución 

drástica en el crecimiento en condiciones de estrés hiperosmótico, parecido a lo que se 
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observa en la mutante ΔKlhog1 (Figura 8b). Estos resultados indican que la vía HOG 

de K. lactis está compuesta por dos ramas que trabajan de forma paralela. 

 

                  
 
Figura 8. Ensayos por diluciones seriadas para evaluar el crecimiento en estrés hiperosmótico. a) 
Efecto del estrés hiperosmótico en mutantes sencillas de la rama SHO1. b) Fenotipo de las dobles 
mutantes donde las ramas SHO1 y SLN1 están inactivas. WT, cepa silvestre. Las mutantes 
sencillas ΔKlste11 y ΔKlste50 así como la doble mutante ΔKlssk2ΔKlsho1 son sensibles al estrés 
hiperosmótico tanto como una mutante  ΔKlpbs2 o ΔKlhog1. Las células de las diferentes cepas 
se incubaron a 30°C en medio YPD líquido hasta alcanzar una densidad óptica de 0.4 (O.D600), se 
realizaron diluciones seriadas y se colocaron 5µl de cada muestra en placas con medio YPD y 
YPD con 0.7M de KCl o 1M de sorbitol. Las placas de incubaron a 30°C durante 48h y se 
fotografiaron.  
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6.4. La localización de KlSte11p en la membrana es suficiente para 
proteger a la célula contra el estrés osmótico en ausencia de las 

proteínas KlSsk2p y KlSho1p. 
 

En S. cerevisiae se ha demostrado que en respuesta al estrés osmótico Sho1p 

recluta a Ste11p a la membrana permitiendo que sea activada por la PAK cinasa 

Ste20p. Cuando el complejo está localizado en la membrana se favorece que la 

MAPKKK Ste11p active por fosforilación a la MAPKK Pbs2p, pero esta activación es 

dispensable si la rama SLN1 se encuentra activa (Zarrinpar, 2004; Tatebayashi,  
2006). En K. lactis resulta interesante que una mutante en la MAPKKK Klste11p 

muestra una alta sensibilidad al estrés hiperosmótico aún cuando la rama SLN1 no está 

interrumpida, lo que sugiere que en esta levadura, KlSte11p puede ser un punto de 

convergencia entre ambas ramas. Para investigar el papel que está desempeñando 

KlSte11p en la vía HOG de K. lactis se decidió analizar si la sobreexpresión de esta 

proteína puede proteger a la célula contra el estrés osmótico en mutantes donde 

ambas ramas están inactivas y si la localización en la membrana es importante para 

llevar a cabo su función. Para esto, se fusionaron los dominios transmembranales de 

KlSho1p a la proteína completa KlSte11p, como se muestra en la figura 9a. La proteína 

híbrida KlSho1TM-KlSte11p se expresó en la doble mutante ΔKlssk2ΔKlsho1, en la cual 

están inactivas la MAPKKK de la rama SLN1 (KlSsk2p) y la proteína que 

probablemente localiza a KlSte11p en la membrana (KlSho1p). Los resultados 

muestran que cuando se expresa el fragmento que corresponde a los segmentos 

transmembranales de KlSho1p no se recupera el crecimiento de las mutantes  

ΔKlste11 y ΔKlssk2ΔKlsho1 en un medio hiperosmótico (Figura 9b). Sin embargo, 

cuando se expresó la proteína híbrida KlSho1TM / KlSte11p en estas mismas mutantes 

se observó que las células son capaces de crecer en condiciones de estrés osmótico. 

Esto indica que la localización de KlSte11p en la membrana es muy importante en la 

vía HOG.  
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Figura 9. La localización de KlSte11p en la membrana revierte el fenotipo de sensibilidad a estrés 
osmótico en la doble mutante ΔKlssk2ΔKlsho1. a) Esquema de la fusión KlSho1TM-KlSte11p. El 
fragmento que codifica para los cuatro dominios transmembranales de KlSho1p se fusionó al 
extremo amino terminal de KlSte11p. b) Expresión de KlSho1TM-KlSte11p en las mutantes 
ΔKlste11 y ΔKlssk2ΔKlsho1, la proteína híbrida es capaz de conferir resistencia al estrés 
hiperosmótico en la doble mutante. Las células se transfectaron con el plásmido YEpKDGal vacío 
(-) y con las diferentes construcciones. Cada cepa se creció en medio SGal hasta alcanzar una 
densidad óptica de 0.4 (O.D600), se realizaron diluciones seriadas y se gotearon 5µl de cada 
muestra en medio YPGal (en el cual se sustituyo la glucosa por galactosa) con y sin 0.7M KCl. Las 
placas se incubaron a 30°C y se fotografiaron después de 48h. 
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Se ha reportado que KlSte11p es una proteína muy importante la vía de 

respuesta a feromonas de K. lactis  ya que mutantes donde esta proteína esta inactiva 

son estériles (Kawasaki, 2008). Se realizó un ensayo para saber si la proteína de 

fusión KlSho1TM-KlSte11p podía revertir la esterilidad que se observa en una mutante 

ΔKlste11. Los resultados muestran que mientras que la proteína silvestre KlSte11p 

complementa la mutante ΔKlste11, la fusión KlSho1TM/KlSte11p no revierte el fenotipo 

de esterilidad (Figura 10). Esto sugiere que si KlSte11p se retiene en le membrana 

plasmática a través de KlSho1p, sólo participa en la respuesta a estrés osmótico y no 

en la respuesta a feromonas y de esta manera se puede evitar el entrecruzamiento en 

las dos vías. 

         
Figura  10. Ensayos de apareamiento con la mutante ΔKlste11. La cepa que expresa la proteína 
híbrida es incapaz de responder a feromonas de apareamiento. Los parches de las células 
haploides Matα que expresan la proteína silvestre ó la versión hibrida KlSho1TM-KlSte11p y el 
césped del tipo celular  Mata, se crecieron en placas de SGal durante 24 h. Para favorecer el 
apareamiento las cepas de los diferentes tipos celulares se replicaron en placas de YPD y se 
incubaron durante 8 horas a 30°C. Las diploides se seleccionaron en medio SD y se fotografiaron 
48 horas después de incubarlas a 30°C. 
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6.5. El estrés osmótico induce la fosforilación de KlHog1p en K. lactis. 

La MAPK Hog1p se activa de manera transitoria después de la estimulación con 

estrés hiperosmótico. En S. cerevisiae la fosforilación de Hog1p (en el motivo TGY) 

incrementa rápidamente, alcanza un nivel máximo a los 5 minutos y comienza a 

disminuir gradualmente hasta llegar al nivel basal a los 30 min (Murakami, 2008). En K. 

lactis se evalúo si el estrés osmótico induce la fosforilación de KlHog1p. Para esto se 

realizó un ensayo incubando a la cepa silvestre en diferentes concentraciones de KCl a 

diferentes tiempos. En este análisis se observó que KlHog1p se fosforila desde 0.2 M 

de KCl (Figura 11a) y hasta concentraciones tan altas como 1M de KCl. Para medir el 

tiempo en que el estrés osmótico induce la fosforilación de KlHog1p, se utilizó la 

concentración de 0.4 M de KCl. En este ensayo se observó que KlHog1p incrementa su 

nivel de fosforilación a los 5 minutos, comienza a disminuir y llega a los niveles basales 

después de 30 minutos de exposición al estrés osmótico (Figura 11b). Con estos 

experimentos se comprobó que el estrés osmótico induce la fosforilación transitoria de 

KlHog1p en K. lactis y que la máxima fosforilación ocurre con 0.4 M de KCl.                                                  

                      

Figura 11. Ensayos de fosforilación de KlHog1p en la cepa silvestre. a) Efecto del estrés 
osmótico en la fosforilación de KlHog1p inducido por diferentes concentraciones KCl. b) La 
fosforilación de KlHog1 se puede observar desde los 5 min de exposición a 0.4M KCl. Los lisados 
celulares se incubaron con el anticuerpo anti-p38 que reconoce Hog1p fosforilado (P-KlHog1p) y 
con el anti-Hog1 para identificar el Hog1 total (KlHog1p). Para los siguientes ensayos de 
fosforilación de KlHog1p, las muestras se trataron con 0.4M KCl durante 5 minutos para inducir el 
estrés osmótico y se utilizaron los mismos anticuerpos. 
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6.6. La fosforilación de KlHog1p no protege a las células contra el 
estrés hiperosmótico 

Después de conocer los fenotipos de las mutantes de las ramas SHO1 y SLN1, 

se procedió a analizar cuál era el estado de fosforilación de KlHog1p en cada una de 

las mutantes. El análisis de KlHog1p en la cepa silvestre y en las mutantes de K. lactis 

mostró que el nivel de proteína total no cambia después del estrés hiperosmótico 

(figura 12a). Además la alta osmolaridad induce la fosforilación de KlHog1p en las 

mutantes sencillas ΔKlsho1 y ΔKlste20 que no muestran sensibilidad a estrés osmótico. 

Sin embargo, es importante resaltar que en las mutantes ΔKlste11 y ΔKlste50 que son 

sensibles a estrés hiperosmótico (figura 8a), KlHog1p también se encuentra fosforilado 

después de la exposición de las células a 0.4M de KCl durante 5 minutos (figura 12a). 

La fosforilación de KlHog1p sólo se observa después del tratamiento con altas 

concentraciones de sal y no se observó en la mutante de la MAPKKK KlPbs2p (figura 

12a). La fosforilación de KlHog1p en mutantes sencillas de la rama SHO1 puede ser 

inducida por la actividad de la rama SLN1. Para probar esta hipótesis, se realizaron 

ensayos para saber el estado de fosforilación de KlHog1p en mutantes donde ambas 

ramas de la vía HOG estuvieran inactivas. En los resultados obtenidos se observó que 

aunque la doble mutante ΔKlssk2ΔKlsho1 es sensible a condiciones de estrés 

hiperosmótico (Figura 8b),  la fosforilación de KlHog1p en esta cepa no se encuentra 

disminuida después de que las células se trataron con 0.4 M de KCl durante 5 minutos 

(figura 12b). La fosforilación observada en mutantes de ambas ramas de la vía HOG 

que son sensibles a estrés hiperosmótico puede ser debido a que la fosforilación de 

KlHog1p no es un pre-requisito para la activación de una respuesta celular ó que el 

nivel de fosforilación que se observa en esas mutantes no sea suficiente para proteger 

a las células contra el estrés hiperosmótico. En S. cerevisiae se ha observado la 

fosforilación de Hog1p en mutantes de ambas ramas de la vía HOG únicamente en 

condiciones de osmolaridad muy elevadas (por ejemplo 1M de KCl) (Van 
Wuytswinkel, 2000; Zhi, 2013). En contraste con estos datos, en K. lactis, la 

fosforilación de KlHog1p en mutantes que son sensibles al estrés osmótico, se observó 

en condiciones de osmolaridad media (0.4 M de KCl durante 5 minutos).   
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Figura 12. En las mutantes sensibles al estrés osmótico se induce la fosforilación de KlHog1p. a) 
Fosforilación de KlHog1p en mutantes de la rama SHO1. b) Efecto de la inactivación de las ramas 
SHO1 y SLN1 en la fosforilación de KlHog1p. Los lisados celulares se sometieron a electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se transfirieron a una membrana de nylon y se 
incubaron con los anticuerpos mencionados en la figura 11.  

 

6.7.  La fosforilación de KlHog1p no depende de la actividad de las 
MAPKKK 

 

Después de saber que KlHog1p se fosforila en células que son sensibles a 

estrés hiperosmótico, se realizó un ensayo para investigar si esta fosforilación es 

dependiente de la actividad de alguna de las dos MAPKKK presentes en la vía HOG de 

K. lactis. Para investigar esto, se generó la doble mutante ∆Klssk2∆Klste11, y se evalúo 

su crecimiento en condiciones de estrés osmótico y su estado de fosforilación de 

KlHog1p. En los resultados obtenidos se observó que la doble mutante 

ΔKlssk2ΔKlSte11 es tan sensible al estrés osmótico como una mutante sencilla 
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ΔKlSte11 (Figura 13a), sin embargo, el nivel de fosforilación de KlHog1p se mantuvo 

similar al observado en la cepa silvestre o en las mutantes sencillas (Figura 13b).  

             
 
 
Figura 13. La inactivación de ΔKlssk2ΔKlSte11 produce sensibilidad al estrés osmótico pero no 
evita la fosforilación de KlHog1p. a) Efecto del estrés osmótico en el crecimiento de las mutantes 
sencillas y dobles de las MAPKKK de la vía HOG. Los ensayos se realizaron por diluciones 
seriadas. b) La fosforilación de KlHog1p en mutantes sencillas y dobles. Los extractos se 
analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos anteriormente mencionados. 

 
 

6.8 La fosforilación de KlHog1p es dependiente de la actividad cinasa 
de la  MAPKK KlPbs2p 

 
Lo que se observó en los resultados anteriores es que una doble mutante 

ΔKlssk2ΔKlSte11 es tan sensible como las células que no tienen la MAPKK KlPbs2p, 

sin embargo, en las primeras es evidente que KlHog1p se fosforila mientras que en la 

mutante ΔKlpbs2 no, estos hallazgos, nos llevaron a investigar si la fosforilación de 

KlHog1p es dependiente de la actividad de cinasa de KlPbs2p. En S. cerevisiae se 

reportó que la sustitución de la lisina 389 por metionina inhibe la actividad de cinasa de 

Pbs2p (Posas & Saito, 1997). Con este antecedente, en K. lactis se construyó un 

mutante cinasa menos de KlPBS2, reemplazando la lisina en la posición 447 por 

metionina (KlPbs2KM). Esta mutante retiene la actividad de andamiaje con la cual puede 



 

43 

unirse eficientemente a Hog1p. Para monitorear la fosforilación de KlHog1p y el 

crecimiento en un medio hiperosmolar, las mutantes ΔKlpbs2 y las células que 

expresan la proteína KlPbs2KM se trataron con estrés osmótico. Los resultados 

confirman que en la mutante de la proteína KlPbs2p, la fosforilación de KlHog1p se 

encuentra inhibida, y además, se observó que la sobreexpresión de KlPbs2KM en un 

fondo genético Δ Klpbs2 no restablece la fosforilación de KlHog1p después de la 

exposición de las células a 0.4M KCl (Figura 14a). De estos experimentos se concluye 

que la fosforilación de KlHog1p es totalmente dependiente de la presencia de KlPbs2p 

y de su actividad de cinasa ya que en ambas condiciones, las células muestran un 

fenotipo de sensibilidad cuando se exponen a un medio con estrés osmótico (Figura 

14b).  

 
 
 

Figura 14. La actividad de cinasa de KlPbs2p es indispensable para responder a estrés osmótico. 
a) La fosforilación de KlHog1p en mutantes Δ Klpbs2 que expresan el alelo silvestre [KlPbs2] y la 
versión cinasa menos  [KlPbs2KM]. Se obtuvieron los extractos proteicos de las células 
transfectadas con el plásmido YEpKDGal vacío y YEpKDGal con las diferentes versiones de 
KlPbs2p y se analizaron por Western blot utilizando las condiciones mencionadas en la figura 11. 
b) Las diferentes versiones de KlPBS2 transfectadas en la mutante ΔKlpbs2, donde se observa 
que la actividad de cinasa es importante para que la célula pueda crecer en un medio 
hiperosmolar.  Las células se trataron como indica la figura 9. 
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6.9. La internalización de KlHog1p en el núcleo no protege a las 
células contra el estrés osmótico 

 
 

En S. cerevisiae el estrés osmótico activa el transporte de Hog1p al núcleo para 

activar genes que ayuden a la sobrevivencia de la célula (Reiser, 1999), entonces nos  

preguntamos si en K. lactis la fosforilación que se observa en KlHog1p induce su 

localización en el núcleo. Para responder esta pregunta, tanto la cepa silvestre como la 

doble mutante ΔKlssk2ΔKlSte1 se transfectaron con una versión de KlHog1p 

etiquetada con la proteína verde fluorescente (GFP) y se observó que en la cepa 

silvestre, KlHog1p se localiza en el núcleo después de exponer las células 5 minutos al 

estrés osmótico (Figura 15a) similar a lo que ocurre en S. cerevisiae. Sin embargo, 

cuando la doble mutante ΔKlssk2ΔKlSte11 se trató con estrés osmótico, contrario a lo 

que se esperaba, se observó que KlHog1p también es capaz de localizarse en el 

núcleo. Estos resultados son inesperados y sugieren que aun cuando KlHog1p se 

fosforila y puede localizarse en el núcleo, no protege a la célula contra el estrés 

osmótico ya que la doble mutante ΔKlssk2ΔKlste11 muestra defectos para crecer en un 

medio hiperosmolar. Para revisar si la fusión KlHog1-GFP era funcional, se realizó un 

ensayo de complementación transfectando células ΔKlhog1 con la proteína híbrida 

KlHog1p-GFP y se observó que esta fusión es capaz de revertir el fenotipo sensible 

causado por el estrés osmótico de la mutante ΔKlhog1 (Figura 15b). 
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Figura 15. Localización de KlHog1-GFP. a) La cepa silvestre y la doble mutante se transfectaron 
con el plásmido YEpKD352-Hog1-GFP. Las células se incubaron con y sin tratamiento de 0.4M 
KCl durante 5 minutos. Las células se fijaron, se observaron en el microscopio de 
epifluorescencia y se fotografiaron. El núcleo se tiño con DAPI (panel inferior), la localización de  
KlHog1-GFP se observa en la parte superior. Las flechas indican los sitios en donde la 
localización de KlHog1-GFP coincide con DAPI. b) Sobreexpresión de KlHog1-GFP en la cepa 
silvestre y la mutante ΔKlhog1. KlHog1-GFP es una proteína funcional ya que rescata el fenotipo 
de sensibilidad observado en la mutante ΔKlhog1. Las células se transfectaron con la 
construcción YEpKD352-Hog1-GFP y con el plásmido vacío (-). El ensayo se realizó por diluciones 
seriadas.  
 

Como se describió anteriormente KlHog1p se fosforila y se internaliza en el 

núcleo en respuesta al estrés osmótico aún en mutantes de ambas MAPKKK (KlSsk2p 

y KlSte11p), con base en estos datos, se evaluó si bajo estas condiciones KlHog1p es 

capaz de inducir la expresión de uno de sus genes blanco. En S. cerevisiae el gen 

STL1 codifica para un simportador glicerol-protón, el cual se activa cuando Hog1p es 

fosforilado después de estimular a las células con estrés osmótico. Lo que se observó 

es que el gen STL1 aumenta su expresión considerablemente y lo hace de manera 

transitoria (Ferreira, 2005; Rep, 2000). Tomando estos datos como antecedente, en K. 

lactis se realizó un ensayo para determinar la expresión del gen ortólogo KlSTL1 en la 
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cepa silvestre y en la doble mutante ΔKlssk2ΔKlSte11. Mediante ensayos de Northern 

blot, se observó que en condiciones isoosmóticas la expresión de KlSTL1 se encuentra 

a niveles basales tanto en la cepa silvestre como en la doble mutante 

ΔKlssk2ΔKlSte11. Después de que las células se estimularon con una concentración 

de 0.4M KCl durante 5 minutos, la expresión de KlSTL1 aumentó considerablemente en 

la cepa silvestre (Figura 16). Esta sobreexpresión fue transitoria y disminuyó después 

de 15 minutos de exposición al estrés osmótico. Sin embargo, en la doble mutante 

ΔKlssk2ΔKlSte11, KlHog1p no activa la transcripción del gen KlSTL1 (Figura 16), lo 

cual indica que KlHog1p fosforilado no es funcional en estas condiciones. Debido a los 

resultados obtenidos se plantea que la fosforilación de KlHog1p que se observa en la 

doble mutante puede ser inducida por una vía diferente que no involucra las ramas 

SHO1 y SLN1 en K. lactis y que esta activación no es suficiente para inducir la 

expresión de genes blanco que favorezcan la protección de la célula contra el estrés 

osmótico.  

 
Figura 16. Expresión de KlSTL1 en respuesta al estrés osmótico. En la doble mutante 
ΔKlssk2ΔKlSte11 se encuentra disminuida la expresión de KlSTL1 con respecto a la cepa 
silvestre (WT). El RNA total, se separo por electroforesis en condiciones desnaturalizantes para 
después transferirlo a una membrana de nylon e hibridarlo con una sonda de KlSTL1 marcada 
radioactivamente. El mRNA de KlSTL1 se detectó por autoradiografía.  
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7. DISCUSIÓN 

 
Las proteínas cinasas activadas por estrés (SAPK) son miembros de la familia 

de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y son moléculas importantes en 

la respuesta a diferentes tipos de estrés en todas las células eucariontes. La activación 

de estas proteínas ocurre por fosforilación secuencial hasta activar a la MAPK, la cual 

se transloca al núcleo para activar genes blanco para desarrollar una respuesta 

apropiada contra el estrés. Una de las vías SAPK más estudiadas es la vía HOG, la 

cual se ha descrito en las levaduras S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y C. 

albicans. Los estudios realizados en estos organismos muestran que la estructura que 

conforma esta vía se encuentra evolutivamente conservada, sin embargo, su 

funcionalidad ha divergido de forma significativa (Nikolaou, 2009). En este trabajo se 

utilizó como modelo de estudio la levadura Kluyveromyces lactis, que está relacionada 

evolutivamente con S. cerevisiae, sin embargo se encontraron algunas diferencias en 

cuanto a la función de la vía de respuesta a estrés hiperosmótico. 

 

En K. lactis se identificaron los componentes de la rama de SHO1 que en S. 

cerevisiae están involucrados en la respuesta a estrés osmótico, entre los que se 

encuentran la proteína de andamiaje KlSho1p y la cinasa PAK KlSte20p. Como se 

esperaba los resultados mostraron que estos elementos no son indispensables en la 

vía de respuesta al estrés hiperosmótico, ya que mutantes en los genes que codifican 

para estas proteínas no muestran ningún fenotipo cuando son expuestas a altas 

concentraciones de sal, esto se debe probablemente a que la vía de SLN1 funciona 

adecuadamente (los componentes de esta rama también se identificaron en K. lactis). 

 

En K. lactis encontramos que en una mutante de la MAPKKK KlSsk2p (en K. 

lactis no existe Ssk22p), la transmisión de la señal se lleva a cabo mediante la vía de 

Sho1p y las células crecen adecuadamente en un medio de alta osmolaridad. Sin 

embargo, cuando KlSSK2 se inactivó en una mutante ΔKlsho1, se observó que las 
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levaduras son sensibles a un medio hiperosmolar, lo cual concuerda con los resultados 

observados en dobles mutantes de S. cerevisiae (Posas & Saito, 1997).  

En S. cerevisiae, Ste11p y su proteína adaptadora Ste50p (Wu, 2006) participan 

en diferentes vías de señalización entre las cuales está la vía HOG. Cuando se inactiva 

alguna de estas proteínas la levadura no tiene ningún problema en crecer 

adecuadamente en condiciones hiperosmolares ya que la vía SLN1 es capaz de 

compensar esta pérdida y sólo se observa sensibilidad al estrés osmótico cuando se 

inactivan ambas ramas (Posas & Saito, 1997). Sin embargo en K. lactis los resultados 

mostraron  de manera sorprendente que la falta de KlSte11p y KlSte50p comprometen 

el crecimiento de las células en condiciones de alta osmolaridad, aún cuando no se 

presente alguna alteración en el funcionamiento de la rama SLN1, lo cual nos indica 

que la vía SHO1 y en particular estas proteínas pueden actuar en conjunto para 

responder a condiciones de hiperosmolaridad de manera similar a como funcionan en 

el sistema de respuesta a feromonas (Kawasaki,  2008).  

Los resultados observados muestran que una mutante ΔKlste11 tiene un 

fenotipo de sensibilidad en condiciones de hiperosmolaridad, el cual puede ser 

comparado con el que se observa en mutantes de la MAPKK Pbs2p o de la MAPK 

Hog1p de S. cerevisisae, este hallazgo es muy interesante ya que sugiere que en K. 

lactis, esta proteína podría ser un punto de convergencia entre ambas ramas, a 

diferencia de lo que se ha reportado para S. cerevisiae en donde se ha descrito que la 

MAPKK Pbs2p es la proteína en donde las dos ramas se interceptan (Figura 17a). A 

pesar de la sensibilidad tan evidente que presenta la mutante ΔKlste11, la presencia de 

esta proteína por sí misma no es suficiente para conferir osmoprotección a la célula, ya 

que una cepa que tiene inactivas ambas ramas de la vía de HOG como ΔKlssk2 

ΔKlsho1, (la MAPKKK de la vía de SLN1 y la proteína encargada de localizar a Ste11p 

en la membrana respectivamente) es muy sensible al estrés hiperosmótico 

(Tatebayashi, 2006; Zarrinpar, 2004). Estos resultados sugieren que la localización de 

KlSte11p es muy importante para que lleve a cabo su actividad.  

Sho1p es una proteína de membrana que participa en la activación de la vía  

HOG. Se ha demostrado que Ste11p se asocia con Sho1p y con la MAPKK Pbs2p en 
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condiciones de estrés hiperosmótico y que el complejo se localiza en la membrana 

(Posas & Saito, 1997). De acuerdo a esto se localizó a KlSte11p en la membrana 

añadiéndole los segmentos transmembranales de la proteína KlSho1p al extremo 

amino terminal; y se observó que esta proteína híbrida es capaz de generar protección 

a estrés hiperosmótico en una doble mutante ∆Klsho1Klssk2, estos resultados 

muestran que cuando KlSte11p se lleva a la membrana de manera artificial es capaz 

de formar y activar complejos que pueden funcionar aún en ausencia de la proteína de 

andamiaje KlSho1p. Además de probar la proteína híbrida en la vía HOG, también se 

evaluó su posible participación en el sistema de apareamiento de K. lactis y se observó 

que esta fusión no es capaz de funcionar en ausencia de la proteína endógena 

KlSte11p, por lo que las células son incapaces de aparearse.  Esto indica que esta 

proteina quimérica no es capaz de formar complejos proteicos que son requeridos para 

responder a feromonas.   

Los resultados obtenidos indican que más allá del papel que pueda desempeñar 

KlSte11p en la vía de respuesta a feromonas (Kawasaki, 2008), esta proteína 

desempeña un papel fundamental en la formación de complejos para responder a 

estrés hiperosmótico en K. lactis (Figura 17b). La función de KlSho1p en la vía HOG de 

K. lactis podría ser más detallada en un futuro. Tradicionalmente, esta molécula es 

considerada como un andamio para la MAPKK Pbs2p. Sin embargo, por los resultados 

observados es probable que KlSho1p pueda tener una función más activa en la vía de 

señalización, quizá sirviendo como una plataforma alrededor de la cual se organice el 

complejo de señalización, por lo cual es de particular interés investigar cuáles son los 

requerimientos estructurales para generar un complejo activo, particularmente los que 

involucran a KlSho1p que recluta a la MAPKKK KlSte11p y a la MAPKK KlPbs2p. Los 

resultados obtenidos sugieren que KlSte11p desarrolla un papel central permitiendo 

que KlPbs2p se localice en los sitios donde se forman los complejos, ya que la proteína 

de fusión KlSho1TM/Ste11p, a la cual le falta el sitio mediante el cual KlSho1p de une a 

KlPbs2p, es capaz de conferir osmoprotección a la célula. 
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Figura 17. Modelo de la función de KlSte11p en la vía de respuesta a estrés osmótico en K. lactis. 
a) La falta de KlSte11p induce que la célula no pueda responder al estrés osmótico, por lo tanto 
esta proteína podría ser un punto de intersección entre ambas ramas, lo cual contrasta con S. 
cerevisiae en donde el punto de convergencia es la MAPKK Pbs2. b) La localización de KlSte11 en 
la membrana es muy importante para responder al estrés hiperosmótico y puede prescindir del 
dominio SH3 de KlSho1p.  
 

En este trabajo, se encontró que la exposición de células de K. lactis a estrés 

hiperosmótico induce la fosforilación de KlHog1p y su translocación al núcleo. Esta 

respuesta permite que las células sean osmoresistentes y puedan crecer en un medio 

hiperosmótico. Para inducir la sensibilidad a estrés hiperosmótico en K. lactis, es 

necesario eliminar componentes de ambas ramas (SHO1 y SLN1) o la MAPKKK 

KlSte11p. La inactivación a nivel de la proteína membranal y adaptadora KlSho1p ó de 
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la MAPKKK KlSte11p, ambas de la rama SHO1, junto con la eliminación de la MAPKKK 

KlSsk2p de la rama SLN1, generó sensibilidad al estrés osmótico. Sorprendentemente, 

en esas mutantes se observó fosforilación de KlHog1p (Figura 18a, c y d)). En las 

levaduras donde se inactivaron ambas MAPKKK (∆Klste11∆Klssk2), KlHog1p en su 

forma activa (observada mediante fosforilación) se localizó en el núcleo pero no fue 

capaz de inducir la expresión del gen KlSTL1 que codifica para el simportador 

glicerol/protón encargado de mantener los niveles de glicerol para proteger a las 

células contra estrés hiperosmótico (Ferreira & Lucas, 2007). Adicionalmente, los 

resultados muestran que cuando una mutante sencilla de ∆Klste11 se expone a estrés 

hiperosmótico, KlHog1p también se fosforila, pero el fenotipo que se observa en la 

mutante es de osmosensibilidad, como se mencionó anteriormente (Figura 18a y b).  

Como se esperaba, se observó que otras mutantes sencillas como en ∆Klsho1, 

∆Klste20 y ∆Klssk2, en las cuales está inactiva solo una de las ramas de la vía HOG 

(SHO1 o SLN1), son capaces de inducir la fosforilación de KlHog1p y se observó 

osmoresistencia cuando fueron expuestas a estrés osmótico. 

Estos resultados sugieren que  la fosforilación que se produce en KlHog1p en 

células silvestres de alguna manera puede ser diferente a la fosforilación que se 

observa en la mutante sencilla ∆Klste11 y en la doble mutante ∆Klste11∆Klssk2. Un 

fenómeno similar se ha observado en S. cerevisiae; en mutantes que no tienen alguna 

de las MAPKKK (Van Wuytswinkel, 2000) y en una doble mutante de la MAPKKK 

Ste11p y el regulador de la respuesta de la vía SLN1, Ssk1p (Zhi, 2013), Hog1p se 

fosforila pero no induce osmoprotección en condiciones de estrés hiperosmótico severo 

(en estos experimentos se utilizó más de 1.0 M de NaCl o 0.8 M Sorbitol). Maayan y 

colaboradores (2012) propusieron que en S. cerevisiae, Hog1p puede ser 

autofosforilado en condiciones de exposición a estrés osmótico severo, aún en 

mutantes a las cuales les falta alguna vía canónica ya sea SHO1 y SLN1. En las 

condiciones que se utilizaron en este trabajo no se observó autofosforilación de 

KlHog1p de K. lactis y se demostró que la fosforilación de KlHog1p requiere de la 

presencia de KlPbs2p y además de su actividad de cinasa (Figura 18a y e). 
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Figura 18. KlHog1p se fosforila por una proteína desconocida en mutantes donde las ramas SHO1 
y SLN1 están inactivas. a) Fenotipos de las mutantes generadas en este trabajo y el estado de 
fosforilación de KlHog1p. b) Modelo de la fosforilación de KlHog1p en ausencia de la MAPKKK 
KlSte11p. En esta condición KlHog1p puede ser fosforilado la MAPKKK KlSsk2p ya que la rama 
SLN1 no está inactiva. c) Modelo de fosforilación de KlHog1p en la mutante ΔKlsho1ΔKlssk2. En 
esta mutante se encuentran inactivas las ramas SHO1 y SLN1, sin embargo, la MAPKKK KlSte11p 
de alguna manera puede estar transmitiendo la señal a la MAPKK KlPbs2p y esta a la MAPK 
KlHog1p, aunque esta fosforilación sea fútil ya que la célula es sensible al estrés hiperosmótico. 
d) En la mutante donde ambas MAPKKK (KlSsk2p y KlSte11p) están inactivas la fosforilación de 
KlHog1p puede llevarse a cabo a través de alguna proteína que aún no se ha identificado la cual 
puede activar a KlPbs2p y esta fosforilar a KlHog1p. e) La actividad de cinasa de KlPbs2p es muy 
importante para inducir la fosforilación de KlHog1p ya que cuando se suprime esta actividad, la 
célula es sensible a estrés hiperosmótico y en este caso no se observa fosforilación de KlHog1p.  
 
 

Los resultados observados sugieren que en K. lactis la respuesta de la vía HOG 

a condiciones de estrés hiperosmótico puede ser activada por diferentes rutas, y en 

alguna de ellas la fosforilación de KlHog1p quizás no esté relacionada del todo con la 

respuesta al estrés hiperosmótico en esta especie de levadura. 
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Este estudio indica que bajo ciertas circunstancias, la fosforilación de KlHog1p puede 

ser provocada por alguna otra vía diferente a las ramas conocidas de HOG y que la 

fosforilación por dicha vía alternativa conduce a que KlHog1p sea capaz de localizarse 

en el núcleo aunque este hecho no es suficiente para proteger a la célula en 

condiciones de hiperosmolaridad.  

Sería interesante buscar un posible activador de Hog1p, y un candidato podría 

ser la MAPKK Ste7p, ya que en trabajos previos se demostró que esta proteína 

participa en la fosforilación de KlHog1p, a pesar de que no muestra interacción con 

KlPbs2p (Kawasaki,  2008). Adicionalmente, se podría analizar la posible participación 

de la cinasa KlHsl1p en la activación de KlHog1p en células a las que les falta la rama 

SHO1 y SLN1, ya que una mutante inactiva en esta proteína es sensible al estrés 

hiperosmótico pero muestra fosforilación constitutiva de KlHog1p (Cialfi, 2011).  

De acuerdo a las observaciones no se descarta la posibilidad de que esta vía o algunos 

de sus componentes participen en la respuesta celular a otros tipos de estrés, como el 

estrés oxidativo y el estrés por calor que tengan como resultado la activación de la vía 

de HOG de K. lactis. De hecho se ha observado un aumento en la fosforilación de 

KlHog1p en células donde KlPmr1p ha sido inactivado (Uccelletti, 2005). Las mutantes 

en KlPMR1 muestran una variedad de defectos, incluyendo alteración en la 

homeostasis del calcio y estrés oxidativo. 

Los hallazgos obtenidos en este estudio contribuyen a incrementar el 

conocimiento de la vía HOG en diferentes especies de levaduras y confirmar que la 

fosforilación de KlHog1p no es suficiente para inducir una respuesta celular a estrés 

hiperosmótico. 
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Figura 19. Posible vía de activación/fosforilación de KlHog1p en K. lactis. En  las células donde no 
hay una MAPKKK que pueda fosforilar a KlPbs2p por la vía canónica de respuesta a estrés 
hiperosmótico, probablemente hay otra proteína que esté induciendo la fosforilación de KlHog1p 
a través de KlPbs2p, sin embargo aunque esta activación/fosforilación de KlHog1p induce su 
localización en el núcleo, la célula no es capaz de crecer en condiciones hiperosmóticas, ya que 
no activa a uno de sus genes blanco, el cual, esta involucrado en la producción de glicerol.    
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8. CONCLUSIONES 

 

 Las mutantes en los componentes de la rama SHO1 o SLN1 mostraron un 

patrón de sensibilidad variable a condiciones de alta osmolaridad. 

 

 La MAPKKK KlSte11p es muy importante en la respuesta a estrés hiperosmótico 

y podría ser la proteína donde convergen las ramas SHO1 y SLN1. 

 

 KlHog1 se fosforila y se localiza en el núcleo en mutantes de las MAPKKK, pero 

protege a las células contra el estrés hiperosmótico. 

 

 La fosforilación de KlHog1p y su localización en el núcleo no es suficiente para 

proteger a la célula contra el estrés hiperosmótico.  

 

 La fosforilación de KlHog1p es dependiente de la actividad de cinasa de 

KlPbs2p. 
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Perspectivas 
 

 Realizar ensayos para buscar una proteína que pudiera estar activando a 
KlPbs2p en respuesta a estrés hiperosmótico. 
 
 

 Determinar si esa proteína podría ser parte de una vía no descrita para 
responder a estrés hiperosmótico. 
 

 
 Conocer cuál es el mecanismo por el cual KlPbs2p puede unirse a la membrana  

en ausencia del dominio SH3 de KlSho1p. 
 
 

 Mapear los posibles sitios de interacción entre KlSte11p y KlPbs2 y determinar 
mediante ensayos de interacción si la unión de KlSte11p a KlPbs2p es más 
importante que la unión de KlPbs2p a KlSho1p en la respuesta al estrés 
hiperosmótico.  
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