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RESUMEN

La sefalizacion celular implica procesos muy importantes para la supervivencia de los
seres vivos. La vida misma depende directamente de la capacidad de las células de recibir
sefiales y adaptarse a un entorno cambiante. La via de HOG en la levadura Saccharomyces
cerevisiae esta involucrada en la respuesta al estrés hiperosmotico y consiste en dos
ramas; la de SHO1 y la de SLN1. La rama de SIn1l contiene un sistema de fosforrelevo que
tiene un papel negativo sobre la MAP cinasa ScHogl. Al eliminar dicho sistema se da una
sobre activacion de ScHog1 lo que ocasiona letalidad celular.

En este trabajo demostramos que la levadura Kluyveromyces lactis tiene un sistema de
fosforelevo compuesto por el osmosensor cinasa de histidina KISIn1, una proteina de
fosfotransferencia KlYpd1 y una reguladora de la respuesta KISsk1. El sistema resulté ser
funcional, ademds de que se comprobd su participacion en la respuesta al estrés
hiperosmético. Sorprendentemente, al eliminar KISIn1 o KIYpd1 e inactivar el sistema de
fosforelevo, no se detectd fosforilacion constitutiva de KIHogl y las células resultaron
viables. El sistema de fosforrelevo en K. lactis regula negativamente a KIHogl, ya que se
demostrd que el sistema se inactiva en condiciones de estrés y que la forma KISsk1l que
carece del grupo fosfato es la que interactia con la MAPKKK KISsk2. También hemos
observado que la inactivacion de la fosfatasa KIPtp2 en una cepa AKIsIin1, no da lugar a
una fosforilacion constitutiva de KIHogl. Por otro lado, observamos que en comparacién
con S. cerevisiae, K. lactis tiene una acumulacién moderada de glicerol y produce muy
poca trehalosa bajo estrés hiperosmatico, lo que indica que la regulacion de la produccién
de osmolitos es diferente en K. lactis.

Por ultimo, hemos demostrado que KIHogl puede remplazar a ScHogl y activar la
respuesta al estrés en Saccharomyces cerevisiae, y cuando ScSInl se desactiva, KIHog1 se
fosforila e induce letalidad celular. Ademas, se observd que ScHogl puede activar la
respuesta al estrés en K. lactis, y sin embargo no genera letalidad celular. Nuestro datos
sugiere la existencia de una retroalimentacién negativa que es independiente de KIPtp2

gue opera en K. lactis.



ABSTRACT

Cell signaling involves very important processes for survival of organisms. Life itself
depends directly on the capacity of the cells to receive signals and adapt to a changing
environment. The HOG pathway from Saccharomyces cerevisiae consists of two branches
(SHO1 and SLN1) that sense osmotic changes. The SLN1 branch consists of a phosphorelay
system that is analogous to bacterial two-component systems. It is composed of a hybrid
histidine sensor kinase, SIn1l, an intermediate phosphotransfer protein, Ypdl, and two
response regulators, Ssk1. The SLN1 phosphorelay system plays a negative regulatory role
for Hogl, and null mutants of SLN1 and YPD1 showed constitutive phosphorylation of
Hog1l and cell death due to overactivation of the HOG pathway.

In this study we demonstrated that the phosphorelay system in Kluyveromyces lactis
includes the osmosensor histidine kinase KISIn1, the phosphotransfer protein KlYpd1 and
the response regulator KISsk1. Upon hyperosmotic stress the phosphorelay is inactivated,
KIYpd1 is dephosphorylated in a KISIn1 dependent manner, and only the version of KISsk1
that lacks the phosphate group interacts with the MAPKKK KISsk2. Surprisingly elimination
of the KISIn1 or KIYpd1, does not generate constitutive phosphorylation of KIHogl and the
cells are viable. Furthermore, the inactivation of the KIPtp2 phosphatase in a AKlsin1
mutant did not lead to KIHogl constitutive phosphorylation. All these observations
indicate that the phosphorelay negatively regulates KIHog1. Additionally compared with S.
cerevisiae, K. lactis has only a moderate accumulation of glycerol and fails to produce
trehalose under hyperosmotic stress, indicating that regulation of osmolyte production is
different in K. lactis.

KIHogl can replace ScHoglp and activate the hyperosmotic response in Saccharomyces
cerevisiae, and when ScSIn1 is inactivated, KIHogl becomes phosphorylated and induces
cell lethality. In addition, ScSIn1 can activate the stress response in K. lactis howerver does
not generate cellular lethality. Our data suggest the existence of a strong negative

feedback that is independent of KIPtp2 operates in K. lactis.



INTRODUCCION

LEVADURAS COMO MODELO DE ESTUDIO EN SENALIZACION CELULAR

Poder percibir y adaptarse a un medio ambiente cambiante constituye una de las
caracteristicas mas importantes de los seres vivos. Todos los organismos han adquirido
diversos sistemas de sefializacion celular que les permiten generar respuestas prontas y
adecuadas. Estos sistemas de sefializacién involucran una serie de proteinas que
interactdan entre si para transmitir una sefal especifica y desencadenar cambios en las
funciones celulares, permitiendo la adaptacién. Se estima que mads del 20% de los genes
presentes en el genoma humano codifican proteinas que tienen que ver con sefalizacién
celular, y si pensamos en los muchos y diversos estimulos que una célula recibe todo el
tiempo, es de esperarse que estos sistemas resulten extraordinariamente complejos. Se
trata de una compleja red de circuitos con multiples elementos, intersecciones y nddulos.
A pesar de la gran cantidad de estudios que se han hecho, aun se desconocen muchos
aspectos de la regulacidn y retroalimentacién celular presente en dichas redes (Downward

2000; Pawson 1995).

Las levaduras son excelentes modelos de estudio para entender toda clase de mecanismos
celulares, ademas de que su manejo en el laboratorio resulta bastante sencillo y
econdmico comparado con otros eucariontes. En el drea de sefializacién celular han sido
ampliamente empleadas, tanto para entender el funcionamiento de cascadas de
sefializacion propias como para extrapolar la funcion y la composicién de vias de
sefializacion de eucariontes superiores. En la actualidad, se emplean las llamadas
levaduras humanizadas; donde gracias al avance de técnicas en biologia molecular y
celular, es posible montar toda una cascada de sefializacion de mamiferos y asi estudiar
enfermedades como el céncer (Rodriguez-Escudero et al, 2005). La levadura mas

estudiada ha sido, por muchos afios, Saccharomyces cerevisiae. En particular, se conocen
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muy bien las vias de sefalizacion que involucran a las MAP cinasas. Estas vias estan
altamente conservadas y se componen de tres proteinas: la MAPKKK (MAP cinasa-cinasa-
cinasa), la MAPKK (MAP cinasa-cinasa) y una MAPK (MAP cinasa). Ante el estimulo, la
MAPKKK activa por fosforilacion a la MAPKK en los residuos de serina y treonina (Ser/Thr)
altamente conservados, a su vez la MAPKK fosforila la MAPK en los residuos de tirosina y
treonina (Tyr/Thr). Esta Ultima cinasa es cominmente la encargada de entrar al nicleo y

desencadenar el proceso adaptativo (Widmann 1999; Saito & Posas 2012) (Fig. 1).

Estimulo

Fig. 1.- Casada de sefializacion tipica de MAP cinasas; un estimulo conlleva la activacion
de la MAPKKK que fosforila a la MAPKK en los residuos de Ser/Thr y esta a su vez fosforila
y activa la MAPK que se encarga de desencadenar la respuesta al estimulo (Modificado de
Saito & Posas, 2012).

ViA DE RESPUESTA A ESTRES HIPEROSMOTICO

Una condicidn de estrés hiperosmotico se define como una disminucién en el
potencial hidrico del ambiente en el que la célula se encuentra. La respuesta inmediata a
este cambio es una salida de agua del interior celular para compensar las concentraciones
en ambos lados de la membrana (Rep et al., 2000). En S. cerevisiae el estrés hiperosmético

genera un cambio en el volumen celular debido a la pérdida de agua del citosol (esto



sucede aproximadamente en un minuto). Dicha deshidratacion se ve compensada por la
salida de agua de la vacuola (Serrano 1996). Consecuentemente a la salida de agua, se
induce un aumento en la concentracidn intracelular de glicerol, en la sintesis de proteinas
involucradas en el metabolismo redox, ademas hay un reajuste en el ciclo celular y se
modifican los niveles de carbohidratos, lipidos y aminodcidos (Rep et al, 2000). En
especifico, la sintesis de glicerol y de otros osmolitos compatibles, como la trehalosa y la
glicerolfosfocolina resultan de vital importancia para las células (Saito & Posas 2012;

Hohmann 2002).

La ruta de sefalizacion responsable de la respuesta al estrés hiperosmético en S.
cerevisiae es la via HOG, por sus siglas en inglés High Osmolarity Glycerol. En un principio,
se asocid la actividad de dicha via Unicamente con la sintesis de glicerol en respuesta al
estrés. Actualmente sabemos, por muy diversos estudios, que la ruta de HOG
desencadena un complejo proceso de adaptacién al estrés (Saito & Posas 2012; Hohmann
2002). La via HOG esta compuesta por la rama de SHO1 y de SLN1 (Posas 1996; Maeda
1995). Ambas ramas convergen en una MAP cinasa cinasa (Pbs2) que, en condiciones de
estrés hiperosmoético, fosforila a Hogl (MAP cinasa), que es la encargada de entrar al
nucleo y generar la respuesta al estimulo (Fig. 2) (Tamas et al,, 2000; Hohmann 2002).
Hogl se acumula rapidamente en el nucleo luego del estimulo (en menos de un minuto) y
regresa al citoplasma aproximadamente a los 20 minutos. De hecho, la localizacién
nuclear de Hogl correlaciona directamente con la cinética de fosforilacién de la misma.
Ademads por estudios genéticos se sabe que mutaciones puntuales en los residuos Thr-174
y Tyr-176 evitan la translocacion de Hogl al nucleo (Hohmann 2002; Reiser V. et al,
1999). Por otro lado, se sabe que para que Hogl entre y salga del nucleo se necesita la
presencia de las proteinas Ptp2 y Ptp3, fosfatasa de tirosina nuclear y fosfatasa de tirosina
citoplasmatica, respectivamente (Mattison C. & Ota |. 2000). Ademds, se sabe que la
presencia de Hogl en el nucleo modifica la expresion genética de mas de 300 genes en
respuesta al estrés osmético y que fosforila otros factores transcripcionales como Hotl,

Skol, Msn2/4 y Smpl, que tienen que ver con la osmo-adaptacién. Aunado a esto, Hogl



estd involucrada en la remodelacion de la cromatina mediante la estructuracion de los

nucleosomas (Hohmann 2002; Alepuz et al., 2003).

Aunque se desconoce cémo es que la célula detecta el estrés osmético, se sabe que se
requiere de proteinas membranales que actian como sensores de cambios en la presién y
el gradiente osmético. Proteinas como SInl (una cinasa de histidina), Msb2 y HKrl
(sensores de la rama de SHO1) y la propia Shol, son proteinas membranales necesarias
para una correcta respuesta al estrés osmatico (Saito & Posas 2012; Brewster & Gustin

2014).

ESTRES HIPEROSMOTICO

_I_ * Espacio

extracelular

Osmoadaptacion Nucleo

Fig. 2. Via de HOG de Saccharomyces cerevisiae. Esta compuesta por la rama de SLN1 y
SHO1. Los osmosensores membranales detectan los cambios en la presidn osmética y las
interacciones entre las proteinas de cada rama se modifican. En condiciones de estrés
hiperosmético el sistema de fosforelevo queda inactivo ocasionando que Ssk1 active a las
proteinas redundantes Ssk2/Ssk22, quienes activan a la MAPKK Pbs2 que a su vez fosforila
a Hogl. Por otro lado Shol, Opy2, Msb2 y Hrkl reclutan y activan a Cdc42 quien a su vez
interacciona con las proteinas Ste20 y Clad que se encargan de activar a Stel1/Ste50, la
MAPKKK Stell fosforila a Pbs2 y esta a su vez a Hogl, quien entra al nucleo y
desencadena la osmo-adaptacion (Modificado de Saito & Posas, 2012).



RAMA DE SHO1

En condiciones de estrés hiperosmético, la rama de SHO1l se activa. Los
osmosensores Msb2 y Hkrl son proteinas de un solo cruce transmembranal. Ambas
interaccionan con Shol, que es una proteina con cuatro cruces transmembranales y un
dominio SH3 en el extremo carboxilo (Tatebayashi et al., 2007; Zarrinpar, et al., 2004).
Estas interacciones conducen a la activacién de las cinasas Ste20 y Cla4, induciendo su
asociacion con la proteina G monomérica Cdc42, lo que ocasiona que Ste20 fosforile y
active a la MAPKKK Stell, que se encuentra en la cercania gracias a su interaccién con la
proteina Ste50 (dicha proteina tiene interacciones con Shol y Cdc42) (Yamamoto et al.,
2012). Stellp fosforila y activa a la MAPKK Pbs2 que se encuentra asociada a Shol
mediante el dominio SH3; esta cinasa se encarga de fosforilar y activar a la MAPK Hogl

(Fig. 2) (Maeda et al., 1995; Raitt et al, 2000).

RAMA DE SLN1 SISTEMA DE FOSFORELEVO

La rama de SLN1 consiste en un sistema de fosforrelevo que es andlogo a los
sistemas de dos componentes presentes en las bacterias, donde tienen un papel
fundamental en la mayoria de los aspectos de la vida bacteriana. Un sistema bacteriano
tipico de dos componentes tiene dos proteinas: la primera es una proteina sensora cinasa
de histidina (SHK por sus siglas en inglés), que en su mayoria se encuentran ancladas a la
membrana plasmadtica, con un dominio sensor, un dominio de dimerizacién, ya que
funcionan como dimeros, y un dominio cinasa (HK) cuya funcion es dependiente de ATP vy,
muy cercano a este dominio, se encuentra un residuo de histidina fosforilable; la segunda
proteina es la reguladora de la respuesta (RR), la cual tiene un dominio aceptor (REC) que
contiene un residuo de aspartato fosforilable y un dominio efector en el extremo C-
terminal, la mayoria de estos dominios son dominios de union al ADN, por lo que actdan
como factores de transcripcién (Fig. 3A). Cuando la proteina sensora detecta el estimulo,

el dominio HK se activa (o inactiva segun sea el caso) y fosforila (o desfosforila) el residuo
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de histidina mediante la hidrdlisis de una molécula de ATP. Posteriormente, el grupo
fosfato es transferido al residuo de aspartato presente en el dominio REC de la proteina
RR; esta proteina es la encargada de inducir la respuesta celular especifica al estimulo
(Schaller et al., 2011). Estas reacciones de fosfotransferencia se conocen como sistemas
de fosforrelevo His-Asp. Existen variantes a estos sistemas que involucran mas de dos
proteinas; el fosforrelevo His-Asp-His-Asp presente en algunos eucariontes esta
conformado por una proteina sensora hibrida que, ademds de tener un dominio HK,
contiene su propio dominio REC, una proteina intermedia denominada proteina de
fosfotransferencia (HPt) que cataliza la reaccién de fosfotransferencia entre la proteina

sensora y la reguladora de la respuesta (Posas 1996; Saito & Posas 2012) (Fig. 3B).

Al A
™1 TM2 His ‘j Asp

~ O

Dominio Dominio

Dominio DD Dominio HK REC Efector

sensor

Proteina Reguladora
de la respuesta RR

H/@\/@\ /®\¢

™1 TM2 IS

| | Dominio Dominio

Proteina sensora SHK

Bamtor Dominio HK  DZERt Efector  REC
Protaina de . Proteina Reguladora
Proteina sensora Hibrida SHK fosfotra;;tferenma de la respuesta RR

Fig.3 Sistemas de fosfotransferencia. A. Sistema tipico de dos componentes en bacterias,
compuesto por una proteina cinasa de histidina o sensora que al activarse se auto-
transfosforila en el residuo de His, el fosfato es transferido a la segunda proteina llamada
reguladora de la respuesta (RR) quien desencadena la respuesta B. Sistema de fosforelevo
de tres proteinas His-Asp-His-Asp compuesto por una proteina sensora hibrida que
contiene su propio dominio REC, proteina de fosfotransferencia Hpt y proteina reguladora
de la respuesta. TM Cruce transmembranal, DD dominio de dimerizacién, HK dominio
cinasa de histidina, REC dominio aceptor.



En la via de HOG la rama SLN1 (Fig. 2) contiene un sistema de fosforrelevo compuesto por
SIn1 (SHK hibrida), Ypd1 (HPt) y Ssk1 (RR); ademas, existe un segunda proteina RR llamada
Skn7 que participa en estrés oxidativo y quizds en estrés hipo-osmotico (Saito & Posas
2012). SIn1 es una proteina de 1155 aminoacidos (a.a.), que cuenta con dos cruces
transmembranales unidos por un bucle extracelular y se sabe que estos cruces y el bucle
son importantes para la actividad de cinasa. El extremo carboxilo terminal tiene un
dominio HK y un dominio REC (Posas et al., 1996; Ostrander & Gorman 1999). Ypd1 es una
proteina citosdlica de 135 a.a. que contiene un dominio de fosfotransferencia en el cual se
encuentra la histidina fosforilable. Por su parte, Sskl es una proteina de 635 a.a. que
contiene un dominio REC y un dominio regulador de la respuesta (Posas et al., 1996). En
condiciones iso-osmdticas, SInl se encuentra activa y en forma de dimero; bajo estas
condiciones se trans-autofosforila, empleando ATP, en el residuo de histidina-576. El
grupo fosfato se transfiere al residuo de aspartato-1114 del dominio REC de la misma
SInl. Posteriormente, el fosfato pasa al residuo His-64 de Ypd1. Finalmente, el fosfato es
transferido al residuo de aspartato-554 del dominio REC de Sskl. La forma fosforilada de
Sskl es la forma inactiva, lo que indica que el fosforrelevo regula negativamente la via de
HOG (Saito & Posas 2012) (Fig. 4). En condiciones de estrés hiperosmético, la presidon de
turgencia disminuye, inhibiendo la actividad de cinasa de SIn1, es decir, que el sistema de
fosforelevo se inactiva (Tamas et al, 2000; Reiser et al.,, 2003). La proteina Sskl
desfosforilada puede unirse entonces a las MAPKKKs redundantes Ssk2/Ssk22, las cuales
se activan por autofosforilacion y éstas a su vez activan por fosforilacién a Pbs2, que

fosforila a Hogl (Posas & Saito 1998; Posas et al., 1996) (Fig. 4).
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Fig. 4 Sistema de fosforelevo SIn1-Ypd1-Sskl en la via de HOG. A. Condiciones iso-
osmoticas la fosfotransferencia se encuentra activa entre las tres proteinas, Sskl
fosforilada es incapaz de interaccionar con sus blancos Ssk2/Ssk22 (MAPKKK’s) por lo que
la rama de SLN1 se encuentra apagada. B. Condiciones de estrés hiperosmdtico. Sinl
detecta cambios en la turgencia celular lo que ocasiona su inactivacion, al perderse la
fosfotransferencia Ssk1 es capaz de interaccionar con Ssk2/Ssk22 lo que conlleva a la
activacion de Hogl (Modificado de Saito & Posas, 2012).

Como se menciondé anteriormente, Hogl se transloca al nucleo, donde regula la
transcripcion de multiples genes y la progresion del ciclo celular, entre otras funciones
celulares (de Nadal & Posas 2015). Estudios genéticos de ScSInl y ScYpdl han mostrado
que la inactivacion permanente de cualquiera de las dos proteinas induce una
fosforilacién constitutiva de ScHogl, lo que ocasiona letalidad, ya que Hogl activa de

forma permanente a sus proteinas blanco (Maeda et al.,, 1994; Vendrell et al., 2011).

El fenotipo letal puede ser suprimido con mutaciones en Ssk1, Pbs2 y Hogl, aunque estas
células son incapaces de responder al estrés hiperosmotico (Posas et al., 1996). También

se ha observado que es posible suprimir la letalidad de la mutante AScsin1 empleando
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proteinas homodlogas de otras levaduras, como CaSInl de Candida albicans, la cual

complementa la falta de ScSIn1 (Saito, 2001).

Ahora bien, aunque el sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae tiene pocos elementos,
tiene algunos aspectos bastante interesantes. Como lo es el hecho de que la SHK (SIn1),
junto con la proteina de fosfotransferencia (Ypd1), regulan dos respuestas distintas: la de
Ssk1, que como ya se explicé interviene en la via de HOG1 y la de Skn7, que es un factor
de transcripcién que activa genes en respuesta a condiciones hipoosmdticas. Ademas,
Skn7 tiene que ver con la respuesta a estrés oxidativo, lo que resulta interesante, ya que
esta proteina no necesita estar fosforilada en el residuo de aspartato, sino que es
fosforilada en un dominio cinasa de serina/treonina. Se sabe que Skn7 interacciona con el
factor transcripcional Yapl y que juntos regulan la expresion de genes en respuesta al
estrés oxidativo. Resulta interesante cdmo una proteina reguladora de la respuesta tiene

un papel independiente a su papel en un sistema de fosforelevo (He et al. 2009).

OTROS SISTEMAS DE FOSFORRELEVO

En eucariontes se han descrito sistemas de fosforrelevo en plantas, amebas
sociales y hongos, aunque no queda muy claro cdmo es que fueron adquiridos, aunque se
piensa que fue por transferencia horizontal. A diferencia de lo que sucede tipicamente en
las bacterias, donde la proteina reguladora de la respuesta (RR) es la que directamente
modifica la expresidon de genes en respuesta al estimulo, los sistemas de fosforrelevo en
eucariontes se encuentran acoplados a mddulos de MAP cinasas, lo que hace mucho mas
compleja la regulacién de las vias (Alvarez et al., 2016). Por otro lado, resulta muy
interesante la variada organizacién que presentan estos sistemas en los eucariontes; por
ejemplo, las plantas tienen un mayor nimero de proteinas reguladoras de la respuesta
(RR) que cinasas de histidina (SHK), mientras que los hongos tienen una gran diversidad de
SHK’s en comparacién con las proteinas de fosfotransferencia y las reguladoras de
respuesta (Alvarez et al., 2016; Schaller et al, 2011) (Tabla 1). Dentro del grupo de los

hongos encontramos que la cantidad de componentes de estos sistemas varia de forma
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considerable; en levaduras como S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Candida
albicans hay relativamente pocos elementos en comparacion con hongos filamentosos
como Neurospora crassa y Aspergillus nidulans, que cuentan con hasta 11 y 15 proteinas
sensoras cinasas de histidina, respectivamente. Por otro lado, dentro de las levaduras es
interesante la diversidad estructural entre las proteinas SHK’'s, lo que implica que puede

tener diferentes funciones (Schaller et al., 2011) (Tab. 1y 2).

Tabla 1. Numero de componentes del sistema de fosforelevo en
algunos eucariontes.

Especie SHK HPT RR
Hongos S. cereviseae 1 1 1
S. pombe 3 1 2
C. albicans 3 1 3
K. lactis 3 1 2
N. 11 1 3
,(Z\(ansi‘?ﬁllans 15 1 4
Plantas A. thaliana 17 6 32
O. sativa 15 5 36

SHK proteina Sensora Cinasa de Histidina, HPT proteina de
fosfotransferencia, RR reguladora de la respuesta. Datos
tomados de Schaller et al. 2011.

S. pombe presenta tres proteinas sensoras (Makl Mak2 y Mak3), una proteina de
fosfotransferencia (Mprl) y dos reguladoras de la respuesta (Msc4 y Prrl) (Tabla 1). A
diferencia de lo que se ha descrito en otras levaduras, las tres proteinas SHK son
citosdlicas y las tres presentan dominios PAS, que son dominios que tienen que ver con la
respuesta a la luz y al estrés oxidativo. Por otro lado, Mak2 y Mak3 tienen dominios STYKc

y GAF, el primero es un dominio de cinasa de serina/treonina tipico de eucariontes,
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mientras que el dominio GAF estd involucrado en la respuesta a estrés oxidativo (Tabla 2).
El sistema de fosforrelevo de esta levadura se ha asociado a estrés oxidativo, control del
ciclo celular y a la respuesta a estrés por bajas temperaturas (Schaller et al., 2011; Salas et
al., 2017). Las mutantes de cualquiera de estas SHK son viables pero con alteraciones en
el ciclo celular y en la respuesta al estrés oxidativo. Se sabe que la via de respuesta a
estrés oxidativo es mediada por la cascada de MAP cinasas Win1-Wis1-Styl y esta claro
gue tanto Mak2 y Mak3 son parte de esta cascada; sin embargo, no queda muy claro
mediante qué via, Makl responde al estrés oxidativo. En cuanto a la proteina Hpt, se ha
relacionado con estrés oxidativo y con el control del ciclo celular, y aunque es capaz de
rescatar el fenotipo letal de la mutante Aypd1 de S. cerevisiae, no es necesaria para la
viabilidad de S. pombe. En cuanto a las proteinas RR, se sabe que Msc4 participa en la via
de respuesta a estrés oxidativo (via de Styl), mientras que Prrl, que se parece mucho a
Skn7, activa genes de respuesta al estrés independientemente de la via Styl (Aoyama et
al., 2000; Salas et al., 2017).

Tabla 2. Comparacion estructural entre proteinas SHK's en
distintas levaduras.

Levaduras Proteinas SHK

S. cereviseae

I cr

@3 Hk
S. pombe Q@ rec
oL

@ Hpt

PAS

Casin1 N ——f—~Emn—{ i HEED—C % GAF
C. albicans | chk1 n W c . STYKe
HAMP

Nik1 N =—{[HIHIHIHIHHHIH R ~CREE)~ ¢ DD

K. lactis | kisin1 n c

(CT) Cruce transmembranal, (DD) Dominio dimerizacién, (HK) Dominio
cinasa de histidina, (S) Dominio Sensor, (RE)C Dominio aceptor, (E)
Dominio Efector, (HPt) Dominio fosfotransferidor,(PAS) Dominio sensor
de luz y oxygeno, (GAF) Dominio para regulacion y sensar, (STYKc)
Dominio ciansa de Serina/Treonina y (HAMP) Dominio asociado a
sensibilidad a fungicidas. Datos tomados de Schaller et al. 2011
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En C. albicans, el sistema de fosforrelevo estd involucrado en la virulencia, en el estrés
osmotico, en el quorum sensing, en la respuesta al estrés oxidativo, en la sintesis de pared
celular y en la resistencia a triazoles. Esta levadura tiene tres proteinas SHK, CaSIn1p, Nik1
y Chk1. CaSIn1 es la mas parecida a la de S. cerevisiae y participa en la respuesta a estrés
osmotico, virulencia y morfogénesis. Nikl y Chkl son proteinas citosélicas; la primera
participa en la virulencia, en la resistencia a fungicidas mientras que la segunda participa
en la formacion de hifas y en la sintesis de pared celular. Estructuralmente Chk1l presenta
un dominio de cinasa de serina/treonina (STYKc) y un dominio GAF. Nik1 se caracteriza por
tener nueve repeticiones del dominio HAMP, que tiene que ver con resistencia a
fungicidas (Tabla 2). La delecidn de cualquiera de estas tres proteinas no genera letalidad,
aunque la mutante Achkl disminuye la patogenicidad y la mutante Anikl presenta
defectos en la formacion de hifas (Salas et al, 2017; Hohmann, 2002). Tal como se
muestra en la Tabla 1, C. albicans tiene una sola proteina de fosfotransferencia, la cual
participa en estrés oxidativo y a diferencia de lo que sucede en S. cerevisiae, su delecién
no genera letalidad, aunque se ha observado un CaHog1 fosforilado constitutivamente. C.
albicans tiene tres proteinas reguladoras de la respuesta, Sskl, Skn7 y Srrl, que
estructuralmente son muy similares. Las tres participan en la respuesta a estrés oxidativo
y, de manera especifica, Sskl estd involucrada en la virulencia de manera mads
contundente que las otras dos y Srrl se ha descrito como un componente mitocondrial

implicado en estrés oxidativo y muerte celular (Salas et al., 2017; Thomason & Kay 2000).

Es bastante claro que los sistemas de dos componentes en eucariontes se han adaptado y
diversificado para participar en muchos procesos celulares. También resulta interesante
como es que los componentes de estos sistemas se han mezclado y combinado con
nuevos dominios que no estan presentes en las bacterias. Quizas lo mas interesante en
este sentido es la presencia tanto del dominio de cinasa de histidina como de los
reguladores de respuesta fusionados a dominios de cinasa de serina/treonina, que son dos

distintas vias de fosforilaciéon (una tipica de procariontes y la otra de eucariontes). Esto
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ultimo denota una historia evolutiva bastante interesante de estudiar, ya que se trata de
la especializacidon de estos sistemas dependiente de las necesidades de los eucariontes
que los contienen. Por ultimo, es importante mencionar lo fascinante que resulta
entender que estos sistemas de fosforrelevo se han acoplado a cascadas de MAP cinasas,

haciendo la regulacion de las vias de sefializacion mas compleja.

RESPUESTA A ESTRES HIPEROSMOTICO EN Kluyveromyces lactis

K. lactis es una levadura del grupo de los hemiascomicetos y algunas de sus cepas
son empleadas en la industria para generar lactasa (Johnson & Echavarii 2011). Ademas,
esta levadura resulta un excelente modelo de estudio molecular y celular, ya que es facil
manipularla genéticamente en el laboratorio y presenta menos proteinas redundantes en
comparacion con S. cerevisiae, ya que no sufrid un evento de duplicacion gendmica. Por
otro lado, su genoma esta completamente secuenciado e incluso se han descrito algunas

vias de sefializacidon que involucran a cascadas de MAP cinasas.

En estudios comparativos de genomas se ha descrito la presencia de secuencias ortélogas
para las proteinas de la via de respuesta a estrés osmotico de S. cerevisiae (Fig. 2), excepto
para la MAPKKK Ssk22, que es redundante de Ssk2 (Krantz et al., 2006). Kawasaki y
colaboradores en 2008 describieron que la eliminacién de los genes KIHOG1, KIPBS2,
KISTE11, KISTE7, KISTE50 y KISTE20 en K. lactis produce retraso en el crecimiento en
condiciones de estrés hiperosmoético, lo que indica su participacidon en esta respuesta.
Ademas, demostraron la interaccion fisica entre la proteina KISte7 y KIHogl y una
disminucion de la fosforilacion en KIHogl en la mutante AKlste7 en respuesta al estrés.
Estos datos resultan muy interesantes ya que, segun lo descrito en S. cerevisiae, no existe
participacién de Ste7 en la respuesta a estrés hiperosmético (Ver Fig. 2). Por otro lado, se
ha demostrado que mutantes de la rama de SHO1 pueden responder al estrés porque
aun se da la fosforilacion y translocacion al nucleo de KIHogl, excepto en las mutantes

AKlste11 y AKlste50, que son incapaces de crecer en condiciones de estrés hiperosmético,
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aunque se encuentre activa la rama de SLN1. Ademas, se encontré que tanto la doble
mutante AKIsholAKlssk2 como la mutante sencilla de AKistell son incapaces de
responder y adaptarse al estrés hiperosmatico, aunque KIHog1 se fosforile y se internalice
al nucleo en respuesta a estrés (Velazquez et al, 2015). Estos datos sugieren que la
regulacion y activaciéon de KIHogl en respuesta al estrés hiperosmético no depende
Unicamente de su estado de fosforilacidon y de su localizacién en el nucleo, sino que deben
existir otros mecanismos para su regulacion que aun no se han descrito. Ademas, puede
ser que haya otra u otras vias a través de las cuales KIHog1 se fosforile, y que esas vias no
tengan que ver con la activacién de la respuesta al estrés hiperosmotico. Por otro lado,
hace falta conocer el papel que tiene KISte7 y el sistema de fosforrelevo en la regulacién
de KIHog1. Por andlisis gendmicos se sabe que esta levadura presenta los componentes de
la rama de SLN1, sin embargo no se sabe qué funcidn desempeiian en la respuesta a

estrés hiperosmatico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de fosforrelevo son mecanismos de sefializacion muy dindmicos,
descritos inicialmente en bacterias, que han mostrado una plasticidad sorprendente al
adaptarse a cascadas de MAP cinasas en eucariontes y en respuesta a muy diversos
estimulos. La levadura K. lactis es un modelo eucarionte emergente de importancia
industrial, que divergié antes de la duplicacién del genoma que dio lugar a las especies de
Saccharomyces, por lo que muestra menor redundancia de genes. Por analisis gendmicos
se sabe que posee un sistema de fosforrelevo compuesto por las proteinas KISIn1, que es
una cinasa de histidina, KlYpdl, que es una proteina de fosfotransferencia y KISsk1,
proteina reguladora de la respuesta. La conservacidn de estos componentes hace suponer
gue la via de respuesta a estrés osmotico de K. lactis es analoga a la de S. cerevisiae, sin
embargo ya se ha encontrado que la via de Sho1 tiene caracteristicas especificas. En este
trabajo se pretende caracterizar el papel que tiene la via de SInl en la respuesta a estrés
hiperosmatico en K. lactis y se describen las semejanzas y diferencias con el sistema de S.

cerevisiae.
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HIPOTESIS

La inactivacion de la via de SLN1 a nivel de la cinasa de histidina o de la proteina de
transferencia (Ypd1) genera letalidad en S. cerevisiae debido a una activacion constitutiva
de Hogl. La gran conservacion de los componentes estructurales de esta via en K. lactis
predice que KISIn1 y KIYpdl también juegan un papel regulatorio negativo sobre KIHogl

en esta especie.

OBIJETIVO GENERAL

Describir el papel del sistema de fosforrelevo conformado por las proteinas: cinasa
de histidina (KISIn1), de fosfotransferencia (KIYpd1) y reguladora de la respuesta (KISsk1)

en la respuesta a estrés hiperosmoético de K. lactis.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Generar mutantes de cada uno de los componentes del sistema de fosforrelevo en
K. lactis y determinar si participan en la respuesta a estrés hiperosmatico.

- Evaluar el papel que tiene el sistema de fosforrelevo sobre la activacién de la MAP
cinasa KIHog1.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS

A continuacién se presenta un listado con las principales cepas empleadas en este

trabajo. Se muestran los genotipos y la referencia de cada una.

Tabla 3. Cepas utilizadas.

Organismo / Cepa

Genotipo

Referencia

K. lactis

12/8

155

MD2/1
AKsin1
AKlypd1
AKlssk1
AKlypd1+KIYPD1 HIS

AKlsIn1+KIYPD1 HIS

AKlhog1
AKlpbs2
AKlptp2
AKlsIn1AKIshol

AKlypd1AKlhog1
AKlshol

Diploides (MD2/1-155)
AKlsIn1AKlIptp2
AKlsin1
AKlypd1

S. cerevisiae
BY4742
ASchog1

TM141
sln1®

sln1®AScssk1

MATa, lysA, argA, ura3
MATa, ade2, his3, uraA
MATa, argA lysA ura3
MATa, argA lysA, sin1::URA3
MATa, argA lysA, ypd1::URA3
MATa, argA lysA, ssk1::URA3
MATa, argA lysA, ypdl::ura3
YepKDGal-URA3- KIYPD1His(6)
MATa, argA lysA, sinl::ura3
YepKDGal-URA3- KIYPD1His(6)
MATa, argA lysA, hogl::URA3
MATa, argA lysA, pbs2::URA3
MATa, argA lysA ptp2::clonNAt
MATa, argA lysA sInl::ura3
shol::URA3
MATa, argA lysA ypd1::ura3
hogl::URA3
MATa, argA lysA, shol::URA3

sIn1::URA3/SLN1 ptp2::clonNAt
sIn1::URA3/SLN1
sin1::URA3/YPD1

MATa, his3, leu2,lys2, ura3
MATa his3, leu2, lys2, ura3,
hogl::G418
MATa, ura3, leu2 trpl his3
MATa, ura3, leu2 trp1 his3, sIn1®
fenotipo letal a 372C
MATa, ura3, leu2 trpl his3,
sIn1"™ ssk1::clonNAt

(Savifién-Tejeda et al., 2001)
(Savifidn-Tejeda et al., 2001)
(Savifién-Tejeda et al., 2001)

En este trabajo

En este trabajo

En este trabajo

En este trabajo

En este trabajo
(Kawasaki et al., 2008)
(Kawasaki et al., 2008)

En este trabajo

En este trabajo

En este trabajo

(Veldzquez et al., 2015)

En este trabajo
En este trabajo
En este trabajo

Coleccién mutantes

(Maeda et al., 1994)
(Maeda et al., 1994)

En este trabajo
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S|n1tSASChOg1 MATa, ura3, leu2 trpl his3, En este trabajo
sIn1® hogl::clonNAt

EGY48 MATa his3 trp1 ura3 leu2::plLeu-Lex (Golemis et al., 1997)
E. coli

DH5a lacZYA-argF, recAl, gyrA96 relAl (New England Biolabs)

BL21

M15 27291 (Qiagen)

MEDIOS DE CULTIVO

- Para las levaduras se emplearon los siguientes medios de cultivo:

YPD. Contiene 1% de extracto de levadura, 2% de glucosa, 2% de bacto peptona y segun el
tipo de medio, se le adiciond 2% de agar.

YPD 5-FOA. Medio YPD con 1mg/ml de acido 5-fluoroorético, empleado para la seleccidn
negativa del marcador URA3.

YPGAL. Medio similar a YPD, pero en lugar de glucosa tiene 2% de galactosa.

YPGAL-Pi. Medio de cultivo sin fosfato, preparado segun Warner, 1991.

SD. Medio minimo que contiene 0.67% de base nitrogenada sin aminoacidos, 2% de
glucosa y segln se requiera, 2% de agar.

SGal. Contiene 0.67% de base nitrogenada sin aminoacidos, 2% de galactosa y segun el
tipo de medio, se le adiciond 2% de agar. Similar a SD, pero en lugar de glucosa tiene 2%
de galactosa. Tanto en SD como en SGal se adicionaron los aminodcidos necesarios a una
concentracién de 50 pug/ml para la seleccidn especifica de cepas.

Medio de esporulacién. Contiene 5% de extracto de malta (Difco) y 3% de agar.

- Para las bacterias se emplearon los medios:

LB. Contiene 1% de bacto-triptona, 0.5% de extracto de levadura, 1% de NaCl y 2% agar.

Para propagacion de plasmidos se le adiciond 100 pg/ml de ampicilina.

20



PLASMIDOS

A continuacidn se enlistan los plasmidos empleados en el presente trabajo.
YIp352. Vector de integracion para levaduras, gen URA3 como marcador de seleccidn.
PGEM-T Easy®. Vector de clonacidn para productos de PCR.
YEpKDGal. Vector de expresidn para K. lactis. Promotor de Galactosa
pPYES2. Vector de expresidn para S. cerevisiae. Promotor de Galactosa
pAG25. Vector de expresion para levaduras, contiene el gen de Natl como marcador de
seleccion.
pPQE30 (Qiagen). Plasmido de expresidon bacteriana, resistencia a ampicilina y etiqueta de 6
histidinas
PMAL (New England Biolabs). Pldasmido de expresion bacteriana, resistencia a ampicilina y

etiqueta de proteina de unién a maltosa.

OLIGONUCLEOTIDOS

Para el disefio de oligonucledtidos se obtuvieron las secuencias de los genes KISLN1
KIYPD1, KISSK1, KISSK2 y KIPTP2 de la base de datos Génolevures (URL:
http://cbi.labri.fr/Genolevures/). La siguiente tabla muestra los oligonucleétidos utilizados
en el presente trabajo; se indica el nombre del gen y del oligo, asi como las coordenadas
respecto al ORF y la secuencia. El subrayado indica el sitio de restriccion, la letra en negrita

cambio puntual.
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Tabla 4. Oligonucleétidos empleados

Gen
Nombre del oligo

Posicion y Secuencia

Sitios de Restriccion
cambios puntales

KISLN1
SIn1F
SIn1R

KIYPD1
Ypd1F
Ypdi1R
YPD1A
YPD1B

KISSK1
SSK1F
SSK1R
SSK1MF
SSK1MR
SSK1DHF

Ssk1DHR
SSK1rrA

SSK1rrB

KISSK2

Ssk2DHF
Ssk2DHR

KIPTP2

PTP2-Nat-F

PTP2-Nat-R

PTP2-F
PTP2-R

+2321 AGTCGAATCCGAAACG+2306
+3570 GGAAACCATCCATTCC +3585

-231 TTGTATATACACCCGGGTTTCTTTTGT -257
+529 CAGCACAGATCCCGGGTCAATATA +552
-16 AAAAGCACAAGAGCTCATGTCCCAAACA +12
+445 AGAGAAAAGCTTGCCTG +429

-47 TGTTGAATTCTTGCAGAA -65
+2079 AAGATGTTGAATTCGTGATG +2060
+1318 CTTATCCTTATGGCTTTGCAATTG +1344
+1344 CAATTGCAAAGCCATAAGGATAA +1318
-12 TAACGCGAATTCATGCAAGAA +9

+1920 CCATGGCTCGAGTCACGG +1900
-1138 GGATCCGATAAGCAAGGCAA -1158

+1943 AAATATTCTTGCGGCCGCAAGCTTCTGATGACCAT +1908

-12 TCGTTCCCGGGCATGTCGCAA +9
+4662 TTATGTCGCGGCCGCCTAGTTATG +4639

tggtcgctatactgctgtcgTTCAATCACCAAATAAAAGAAC

aagctaaacagatctggcgCACCTTCGATTAAGCTGATC

+1 ATGAGAATGCAAATGAGTATG +21
+2712 TTATATGTGCTCCTTCAAATA +2691

Sitio de corte para Smal
Sitio de corte para Smal
Sitio de corte para Sacl/
Sitio de corte para Hindlll

Sitio de corte para EcoRl/
Sitio de corte para EcoR/
Cambio puntual de una A por C
Cambio puntual de una T por G
Sitio de corte para EcoRl/

Sitio de corte para Xhol
Sitio de corte para BamH|

Sitio de corte para Hindlll

Sitio de corte para Smal

Sitio de corte para Not/

20 nucledtidos en mindsculas son
complementarios al promotor de
clonNAT y los 22 en mayusculas
corresponden al gen KIPTP2
(+2189 +2210)

19 nucledétidos corresponden a la

regidn terminadora del gen
clonNAT (mindsculas) y las 20
restantes al gen KIPTP2
(+622 to +603)
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KIHOG1
20 nucledtidos en mindsculas son
1FHKIHog 5’ACGTCTCCAAATTCAAATAAgtttagcttgecttgtccce3’ complementarios al gen Higromicina
y los 20 en mayusculas
corresponden al KIHOG1

2RHKIHog 5’AAAAAGAAGTAAGAATGAGTGGTTAGGGACAT- 20 nucledtidos en minusculas son

-TAAAAAAACACGTcgttttcgacactggatgge3’ complementarios al gen

Higromicina y 45 en mayuscula
corresponden a KIHOG1.

3FHScKIHog 5’GGAACAAAGGGAAAACAGGGAAAACTACAACT- 23 nucleétidos en mintsculas son
-ATCGTATATAATAatgtcgaatgaggaatttattag3d’ de KIHOG1. En mayuscula ScHOG1
(32 nucelotidos)
4FHScKIHog 5’ggggacaaggcaagctaaacTTATTTGAATTTGGAGA- 20 nucleétidos que corresponden a
-CGT3’ Higromicina (minusculas). Y 20 de

KIHOG1 (mayuscula)

CONSTRUCCIONES GENETICAS Y MUTAGENESIS

Obtenciodn e interrupcion de los genes KISLN1, KIYPD1 y KISSK1

A partir del ADN gendmico de la cepa MD2/1 MATa de K. lactis se amplificaron por PCR
los genes KISLN1, KIYPD1 y KISSK1. Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM-T-
Easy (Promega); las construcciones obtenidas se utilizaron para transfectar células
competentes de E. coli (DH5a) siguiendo el protocolo de transformacion de alta eficiencia
de Inoue et al. Los plasmidos se analizaron con endonucleasas de restriccion y
secuenciacion. Posteriormente cada fragmento se subcloné en el vector de integracion
YIp352 (Savifion-Tejeda et al., 2001). La interrupcion de dichos genes se realizé por
recombinacién homéloga y las transformantes se seleccionaron en me dio minimo SD-

URA. Las mutantes se verificaron mediante hibridacidn tipo Southern blot.

Para KISLN1 se emplearon los oligos SIn1F y SIn1R, obteniéndose un producto de 1083
pares de bases (p.b.). La construccién pGEM-KISLN1 se digirié con la enzima EcoRl; el
fragmento obtenido se subclond en el vector YIp352, el cual se abrié con la misma enzima.
El plasmido YIp352-KISLN1 se digirid con la enzima Bglll, que corta dos veces dentro de

KISLN1, la molécula resultante se integré en el locus de KISLN1 en células haploides (cepa
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MD2/1) y diploides de K. lactis. Las diploides son el producto del cruce entre las cepas
MD2/1 y 155. En ambos casos se obtuvo una delecion de 600 p.b. en uno de los alelos que
se corrobord por Southern blot utilizando sondas especificas para KISLN1. Las diploides
resultantes se incubaron en un medio de esporulacion durante 48 hrs. Posteriormente se
realizé la diseccion de esporas mediante micro-manipulacién utilizando protocolos
estandar (Sherman et al., 1986). Las esporas se germinaron en medio YPD y se analizaron
por Southern blot utilizando sondas especificas para KISLN1 para identificar el marcador

de URA3 y apreciar la segregacion meidtica correspondiente.

En el caso de KIYPD1 se utilizaron los oligos Ypd1F y Ypd1R, dando un producto de 809 p.b.
Para el subclonado en YIp352 se emplearon los sitios de restriccion Smal presentes tanto
en los oligos como en el vector. La construccidén YIp352-KIYPD1 se digirié con EcoRl, el
fragmento obtenido se empled para transformar células diploides de K. lactis, producto
del cruce entre las cepas MD2/1 y 155. Al final se generd una delecion de 234 p.b. en uno
de los alelos de KIYPD1. Se empled el mismo fragmento para la interrupcion de dicho gen
en células haploides (cepa MD2/1). En ambos casos se comprobé la interrupcién mediante
Southern blot empleando una sonda especifica marcada para KIYPD1. Las diploides
resultantes se incubaron en un medio de esporulacion durante 48 hrs. Posteriormente se
realizd la diseccion de esporas mediante micromanipulacién utilizando protocolos
estandar (Sherman et al., 1986). Las esporas se germinaron en medio YPD y se analizaron
por Southern blot utilizando sondas especificas para KIYPD1 para identificar el marcador
de URA3 y observar la segregacién meidtica correspondiente y obtener la mutante

AKlypd1.

La amplificacion de KISSK1 se realizé con los oligos SSK1F y SSK1R, dando un producto de
2131 p.b. A partir de la construccién pGEM-KISSK1 se realizé la subclonacién en el vector
de integracion mediante los sitios EcoRl presentes tanto en los oligos como en YIp352. La
construccion resultante se digirié con Clal y se utilizé para generar la delecion de KISSK1

en células haploides (cepa MD2/1) de K. lactis, y asi obtener la cepa AKlssk1.
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Obtencion de las mutantes AKlptp2, AKIsin1AKIptp2, AKlssk1AKlIstell, AKlsin1AKlIshol,
AKlypd1AKlhog1, AScssk1/sIn1” y ASchog1/sIn1®.

Para las mutantes AKlptp2 y AKlsin1AKIptp2 se realizd una construccidn con el gen de
resistencia a la natamicina flanqueado por regiones homdélogas al gen KIPTP2. Para ello se
realizaron dos distintas PCR’s. En una primer reaccién se amplifico el gen clonNAT
incluyendo su promotor, empledndose los oligos PTP2-Nat-F y el PTP2-Nat-R, ambos oligos
hibridos (Tabla 4) y como ADN molde se utiliz6 el pldsmido pAG25 (obtenido por el Dr.
Francisco Torres, IFC. UNAM). El producto se empled en una segunda PCR junto con los
oligos PTP2-F y PTP2-R, utilizando ADN gendmico de K. lactis como molde. El producto
final contenia el gen y promotor clonNAT flanqueado por las regiones recombinantes de
KIPTP2 de 622 p.b. y 523 p.b. cada una (ptp2::clonNAT). Esta construccidn se utilizo para
transformar la cepa MD2/1 y obtener la mutante AKIptp2 que se corrobord por Southern
blot. Con la misma construccion se transformdé la cepa diploide AKlsin1
(sIn1::URA3/KISLN1); la seleccidén se realizd por resistencia a natamicina. Las células
diploides resultantes se incubaron en un medio de esporulaciéon durante 48 hrs.
Posteriormente se realizo la diseccion de esporas mediante micromanipulacion utilizando
protocolos estandar (Sherman et al, 1986). Las esporas se germinaron en YPD y se
analizaron por Southern blot para identificar el marcador URA3 y el marcador clon-NAT

obteniéndose la cepa AKlIsIn1AKIptp2.

Para la obtencion de las cepas AKlIssk1AKlIstell, AKlypd1AKlhogl y AKlsin1AKlIshol, se
utilizaron los fondos genéticos de las mutantes resistentes a 5-FOA (acido 5-fluoroorético)
AKlssk1, AKlypdl vy AKlsinl descritos en la primera parte. Para las deleciones
correspondientes se emplearon las construcciones Kiste11::URA3 y Klhogl::URA3
descritas en el trabajo de Kawasaki 2008, y la construccion Klshol::URA3 descrita por

Veldzquez 2015.
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Para las mutantes de S. cerevisiae AScssk1/sin1” y ASchogl/sin1® se empleé el fondo
genético sin1”, y se transformé la cepa con las construcciones Scssk1::Kan donada por
Posas Francesc y la construccién Schogl::Higromicina elaborada por la Doctora Laura

Kawasaki.

Obtencion de la forma no fosforilable de KISsk1 (KISSK1D444A)

Para la obtencion de la forma desfosforilada de KISSK1 se realiz6 un alineamiento de la
secuencia de aminodacidos entre KISsK1 y ScSsk1 y segun lo reportado por Posas F. 1998 se
detectd el posible aspartato fosforilable en el dominio REC de KISSK1. A partir de esto se
disefaron los oligos SSKIMF y SSK1IMR, ambos con un cambio puntal de una citosina por
una adenina (Tabla 4) y con ello producir una alanina en lugar de un aspartato en la
posicidn 444 de la proteina KISsk1. La modificacién se realizé mediante PCR; se realizaron
dos reacciones por separado utilizando en un caso los oligos SSK1MF y SSK1R vy otra
utilizando los oligos SSKIMR y SSK1F (Tabla 4). Los productos de PCR se utilizaron como
templado en una tercera reaccion con los oligos SSK1F y SSK1R. El producto final se clond

en el vector pGEM-T Easy y se secuencid completamente.

Construcciones génicas

KIYPD1

Para la expresion de KlYpdl en E. coli se disefiaron los oligos YPD1A y YPD1B. En la
reaccion de PCR se utilizé como molde la construccién pGEMTEasy-KIYPD1 mencionada en
la primera parte de este apartado. El producto se clond nuevamente en pGEMTEasy y se
enviod a secuenciar. La construccién se digirié con las enzimas Sacl y Hindlll al igual que el
vector pQE30 y se ligaron. Por otro lado, a partir de esta construccidn se obtuvo el
fragmento KIYPD1::6His digiriendo con las enzimas Xhol-Hindlll el cual se clond en el
vector de expresion para K. lactis YEpKDGal mismo que se abrié con la enzima EcoRl,

ambos fragmentos se rellenaron con la enzima Klenow antes de su ligacién.
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KISSK1

Tanto la forma silvestre como la mutante puntual de KISSK1 se subclonaron en el vector
para expresion de K. lactis YEpKDGal a partir de los vectores pGEM-KISSK1 y el pGEM-
KISSK1P. Para el ensayo de doble hibrido fue necesario disefiar oligos especificos para
permitir subclonar tanto la forma silvestre como la mutante puntual en el vector pJG4-5.
En ambos casos se emplearon lo oligos Ssk1DHF- Ssk1DHR (Tabla 4), como ADN molde se
emplearon los plasmidos pGEM-KISSK1 y el pGEM-KISSK1™* para cada PCR. Los productos
se volvieron a clonar en pGEMT Easy y se secuenciaron. Posteriormente se utilizaron las
enzimas EcoRl y Xhol para subclonar cada gen en el vector para doble hibrido pJG4-5. Para
la expresién de KISSK1 y KISSK1°* en E. coli se disefiaron los oligos SSK1rrA y SSK1rrB
(Tabla 4). Como molde se emplearon los mismos plasmidos de la reaccién mencionada
anteriormente. Ambos productos se clonaron en pGEMT para su correspondiente
secuenciacion. Para subclonarlos en el vector de expresion pMAL se realizd la digestion
con las enzimas BamHI y Hindlll tanto para obtener los fragmentos como para abrir el

vector pMAL.

KISSK2

Para el ensayo de doble hibrido se clond el gen KISSK2 en el vector pEG202. Se disefiaron
los oligos Ssk2DHF y Ssk2DHR (Tabla 4) con los cuales se amplificd el gen de interés, el
producto se ligd en pGEMT Easy y se secuencid. Posteriormente se subclond en el vector

pPEG202 gracias a las enzimas Smal y Notl.

KIHOG1 y ScHOG1

El gen KIHOG1 se obtuvo a partir de la construccion pGEMTEasy-KIHOG1 descrita en
Kawasaki et al., 2008. Dicha construccion se digirié con las enzimas EcoRIl y Xhol para
obtener el fragmento a clonar en el vector pYES2, que se digirié con las mismas enzimas.

Por otro lado para obtener el gen ScHOG1 se digirié la construccién pGEM-ScHOG1 con las
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enzimas Hindlll y Xbal para clonarlo en pYES2, que se digirid con las mismas enzimas.
Ambas construcciones se emplearon para la expresidon en S. cerevisiae. Por otro lado las
construcciones pYES2-KIHOG1 y pYES2-ScHOG1 sirvieron para obtener ambos genes y
subclonarlos en el plasmido YEpKDGal, para ello se digirieron dichas construcciones con
las enzimas Hindlll-Xhol y Hindlll-Xbal respectivamente. Mientras que el plasmido se

digirid con EcoRl y se rellend.

KIHOG1::Higromicina

Para intercambiar el gen ScHOG1 por KIHOG1 en la cepa sIn1® fue necesario realizar la
construccion KIHOG1::Higromicina. Se realizd un primer PCR con los oligos 1FHKIHog y
2RHKIHog (Tabla 4), como templado se utilizé el pldsmido pAG32 que contiene el gen de
Higromicina. Un segundo PCR se realizd con los oligos 3FHScKIHog y 4FHScKIHog, de ADN
molde se empled el plasmido pGEMT- KIHOG1. Ambos productos de PCR se emplearon
como molde para una tercer PCR en la que se utilizaron los oligos 3FHScKIHog y 2RHKIHog.
El producto final contiene una regién homodloga de ScHOG1 que permita la recombinacién
en el sitio especifico del genoma de S.cerevisiae, el gen KIHOG1 y el gen de HIGROMICINA.
Dicho producto se clond en el vector pGEMT Easy y se secuencid. Una vez confirmado, se
utilizé esta construccidon (pGEMTEasy-ScHOG1:: KIHOG1::Higro) como molde en otro PCRy
los oligos 3FHScKIHog y 2RHKIHog, el producto se empled para transformar la cepa
ScSIn1®, las transformantes fueron seleccionadas por Higromicina. Por ultimo se

comprobd por PCR la introduccion correcta del gen KIHOG1 en el locus de ScHOG1.

PURIFICACION DE KIYpD1, KISsk1 Y KISsk1°*

La cepa M15 de E.coli se trasformd con la construccion pQE30-KIYPD1. Para purificar la
proteina se dejaron crecer las transformantes en 100ml de medio LB con ampicilina a 37°C
hasta alcanzar una densidad éptica (DOggo) de 0.6, se le adiciond 1mM de isopropil-B-D-
tiogalactosido (IPTG), el cultivo se dejé cuatro horas mds y luego se recuperaron las
células por centrifugacion y se resuspendieron en 8ml de la solucién A (1% de NP40, 500

mM de NaCl, 40mM de Tris-HCl y 5mM de imidazol). En dicho amortiguador se sonicaron
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y la suspensidon se centrifugd a 5000 rpm por 15 minutos a 48°C. Se tomé 1ml del
sobrenadante y se aplicd en una resina de niquel, la cual se lavd y equilibro con la solucion
A (Novagen). Se siguieron las indicaciones del proveedor (Novagen His Bind purification
kit) para la purificacion de la proteina KIYpd1-6His. Al final del proceso se eluyé con una
solucién de 1% de NP40, 500mM de NaCl, 40mM de Tris-HCl y 100 mM de imidazol.

Para la expresion de KISsk1y KISsk1® se realizaron dos transformaciones de la cepa BL2
de E. coli con los plasmidos pMAL-KISSK1 y pMAL-KISS1°*. En ambos casos se dejaron
crecer las transformantes en medio LB con ampicilina a 37°C hasta alcanzar una densidad
Optica de 0.5 y se afiadio IPTG a una concentracion final de 0.3mM. Los cultivos se dejaron
por 12hrs a 15°C. Las células se recolectaron por centrifugacion en frio y se
resuspendieron en 20ml de soluciéon B (20mM de Tris-HCl, 200mM de NaCl, 1ImM de EDTA
a pH7.5). Las células se lisaron por sonicacion y el lisado se centrifugd a 500rpm por 15
min a 4°C. Se aplicaron 3ml del sobrenadante a una resina de amilasa y se siguid el
protocolo del proveedor New England Amylose Resin para la purificacion de Mal-KISsk1 y

Mal-KISsk1®* que seran utilizados para los ensayos de fosforilacidn in vitro.

PRUEBAS DE RESPUESTA A ESTRES HIPEROSMOTICO

Las cepas de levadura a probar se cultivaron toda la noche a 30°C en medio SD liquido
suplementado con los aminodacidos requeridos por cada cepa. Las levaduras recolectan
por centrifugacion y se resuspenden en medio YPD o YPGal (segun se requiera), los
cultivos se ajustan a una DOggo de 0.1 y se dejan crecer hasta que alcancen una DOggo de
0.5. A partir de estos cultivos se realizan diluciones seriadas que se gotean en cajas de
Petri con medio YPD o YPGal que contenga 0.5, 0.75 0 1 M de KCl y se dejan incubando

por un intervalo de 24 a 48hrs. a 30°C.

ENSAYOS DE INTERACCION DE PROTEINAS
Para medir interaccidén entre proteinas se utilizd el sistema de Doble Hibrido LexA-B42
descrito por Ongay-Larios et al., 2000. Por lo que la cepa EGY48 se transformd con los

pldsmidos correspondientes, las clonas seleccionadas se estriaron en un medio sélido SGal
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con 1mg/ml de XGal (5bromo-4-cloro-3-indol-b-Dgalactopirandsido) y se incubaron por
48hrs a 30°C. Se determind la interaccidon proteica por la capacidad de las proteinas
hibridas para inducir coloracién azul en aquellas colonias donde se expreso
adecuadamente el gen reportero LacZ. Para medir de manera cuantitativa la dicha
interaccion se realizaron en paralelo ensayos de actividad enzimatica de la B-

Galactosidasa segun lo descrito en Ongay-Larios et al., 2000.

ENSAYOS DE FOSFORILACION E INMUNODETECCION

La deteccion de Hogl total y fosforilado se realizd por ensayos Western blot utilizando el
anticuerpo policlonal anti-Hoglp (Biotecnologia, Santa Cruz) y el anticuerpo monoclonal
anti-fosfo-p38 (Cell Signaling Technology). Las cepas de levadura a probar se cultivaron
toda la noche a 30°C en medio SD liquido suplementado con los aminoacidos requeridos
por cada cepa. Las levaduras se recolectan por centrifugacién y se resuspendieron en
medio YPD o YPGal (segun se requiera) y se ajustan a una DOggg de 0.2. Se dejan crecer
hasta fase exponencial y son tratadas o no tratadas con diferentes concentraciones de KCI
durante diferentes periodos de tiempo. Se toma 1ml de estos cultivos y se tratan con
acido tricloroacético (TCA) al 80%. Las células se recuperan por centrifugacién y se
resuspenden en el amortiguador SB-DTT y se continua el procedimiento segun se describe
en Velazquez et al, 2015. La concentraciéon de proteina se determinaron mediante
ensayos de Bradford. Para la deteccidn de la proteina KIYpd1-6His se utilizé el anticuerpo
conjugado anti-His6- Peroxidasa (Roche). Todos los ensayos se repitieron tres veces y

como control de carga que se utilizd fue el lisado de Hog1 total.

ENSAYOS DE FOSFORILACION in vitro

Para estos ensayos se emplearon las proteinas KlYpd1-His6, Mal-KISsk1 y Mal-KISsk1®*
cuya expresion y purificacion se explicoé anteriormente. También se utilizaron los dominios
ArcB’®°?! (H1) y ArcB>*'®®* (D1) de la proteina ArcB de E. coli, dichos dominios se
purificaron tal como se describid en Alvarez y Georgellis 2010. Para los ensayos se incubd

el dominio H1 con 0.05mM de [y'32P]ATP (con actividad especifica de 2Ci/mmol) en una
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solucién de fosforilacion que contiene 165mM de HEPES, 250mM de KCI, 25mM de MgCl,,
5mM DTT y 50% de glicerol a pH 7.5 por 10 min. a temperatura ambiente. Luego se le
adiciond el dominio D1, His6-KIYpd1l, Mal-KISskl o Mal-KISsk1®*. Se realizaron varias
reacciones de fosforilacién donde se variaron los dominio y las proteinas utilizadas como
controles de la fosfo-transferencia. Todos las reacciones se realizaron a temperatura
ambiente por 10 min y se detuvieron con la solucién de carga (10% de SDS, 0.2M de Tris
pH7.5, 10% de glicerol, 0.14M de B-mercaptoetanol y 0.4 mM de azul de bromofenol).
Todas las reacciones se cargaron en geles SDS-PAGE y se secaron para ser analizados con

un escaner de fosfo-imagenes.

ENSAYOS DE FOSFORILACION in vivo

Se utilizaron las cepas mutantes resistentes a 5-FOA (5"acido fluordtico) AKIsin1 y AKlypd1,
las cuales fueron transfectadas con los plasmidos YEpKDGal-KIYPD1-6His y YEpKDGal vacio
cada una. Las transformantes resultantes se crecieron en medio liquido YPGal-P (medio
rico reducido en fosfatos) hasta alcanzar una DOggo de 0.6, las células se recolectaron por
centrifugacién y se resuspendieron en 1ml de YPGal-P, el marcaje de KlYpdl con
ortofosfato [**P] y el choque osmético se realizé como describe Posas et al. 1996. Luego
de ello, las células se trataron con 80% de TCA, se centrifugaron y se resuspendieron en
solucion de lisis (250 mM de Tris pH6.8, 0.5M de DTT, 10% de SDS, 20% de glicerol y 0.5%
de azul de bromofenol). Se rompieron las células con 0.5mg de perlas de vidrio con
agitacion en vortex para luego recuperar el lisado por centrifugaciéon. Los lisados se
calentaron a 95°C por 5min. Posteriormente se purificd la proteina KlIYpd1-6His usando
una columna de niquel, los purificados finales se cargaron en un gel de Poliacrilamida-SDS
al 15% que se dejo correr por una hora a un voltaje constante de 70v. Se realizo la
transferencia a una membrana de nylon la cual se analizd con un escaner para fosfo-
imagenes. Por otro lado se realizé la inmuno-deteccion de la proteina KlYpd1-6His
empleando el anticuerpo anti-His (Santa Cruz Biotechnology) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
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CUANTIFICACION DE GLICEROL Y TREHALOSA

La cuantificacidn enzimatica de glicerol se realizd como se describe en Bergmeyer, 1984.
Para lo cual las células se cultivaron en medio SD complementado con los aminodcidos
correspondientes, se dejaron crecer a 30°C hasta alcanzar una DOgyo de 0.5. Las células se
colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en medio YPD y se trataron o no con
0.4 M de KCl por 6 hrs a 30°C, la cepa ScSIn1® que se incubd a 37°C. Las células (2 x 106
células) se recuperaron por centrifugacidn y se resuspendieron en 1 ml de PBS frio, se
hirvieron por 15 min y se volvieron a centrifugar a 14000 rpm por 2min. Se recuperan 500
ul del sobrenadante y se mezclan con 500 pul de una solucién que contenia 137 mM de
glicina, 686 mM de hidrazina, 1.37 mM de MgCl,, 1.23 mM de ATP, 0.49 mM de NAD", 2-
15 uM de glicerol y 17 kU/I glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y se determind la DOs4o de
cada muestra (lecturas Al). Luego se les adiciond 0.85 kU/I de glicerol cinasa y se
volvieron a tomar las densidades dpticas (lecturas A;). La resta de A,-A; de cada reaccion
se usé para calcular la concentracion de glicerol utilizando la formula C = [V/edV]AA
mmol/l, donde V es el volumen final de la reaccidn, € es el coeficiente de extincién molar
del NADH a 340 nm d es la distancia que recorre el haz de luz en la celda (en cm) y v es el
volumen de la muestra.

La acumulacién de trehalosa se determind de acuerdo al protocolo descrito por Hounsa et
al., 1998. Para este estudio las cepas se crecieron y trataron con KCl tal como se describio
para glicerol. La trehalosa, la glucosa oxidasa y la peroxidasa de rabano se obtuvieron de

SIGMA.
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RESULTADOS

AMPLIFICACION Y CLONACION DE LOS GENES KISLN1, KIYPD1 Y KISSK1

En la levadura S. cerevisiae la inactivacién de SInl o de Ypd1 induce letalidad (Maeda et
al., 1994; Posas et al., 1996). La letalidad se debe a la activacion constitutiva de Hogl, lo
gue impide la progresion del ciclo celular, promueve la produccién sin control de glicerol.
En analisis gendmicos se ha detectado la gran similitud entre las proteinas del fosforrelevo
con sus ortdlogas en otras especies. En éste trabajo decidimos estudiar los efectos de la
inactivacion de KISIn1, de KlYpdl y de KISsk1 en K. lactis. Realizamos la busqueda de los
genes en la base de datos de Genolevures y se disefiaron los oligos que permitieron la
amplificacién de cada uno de los componentes del sistema de fosforrelevo; los productos
de dichas amplificaciones se muestran en la Fig. 5, los fragmentos se clonaron en el vector

pGEMT-Easy y se secuenciaron.

Gen Gel de agarosa de producto de PCR
KISLN1
* 1037 pb
KIPD1
809 pb *
* 2145 pb
KISSK1

Fig. 5. Productos de PCR de los genes KISLN1, KIYPD1 y KISSK1 de K. lactis. Se uso
marcador Thermo Scientific™ ADN Lambda/Hindlll (primer carril en todos los geles). El
asterisco indica el producto del peso esperado. Se realizaron curvas de Mg* (1, 2, 3,4y 5
mM). Gel de agarosa al 1%. (pb) pares de bases.
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Por otro lado, se realiz6 un analisis comparativo entre las proteinas de K. lactis y S.
cerevisiae. Se realizd un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de cada una de las
proteinas que conforman el sistema de fosforrelevo, la mayor similitud entre las proteinas

corresponde a los dominios que tienen que ver con la fosfotransferencia (ver Tabla 5).

% de
Proteina Esquema y tamaio (aa) de las proteinas .
Identidad
ScSin1 1155
55%
KISIn1 1220
ScYpdl 135
45%
KIYpd1 167
ScSsk1 635
37%
KISsk1 2

Tabla 5. Comparaciéon de las proteinas del sistema de fosforrelevo de K. lactis y S.
cerevisiae. Representacion esquematica de los dominios de las proteinas de los minios
presentes en las proteinas, asi como el tamafo de cada una y el porcentaje de identidad
entre las secuencias de aminoacidos. Se realizaron alineamientos de las proteinas con el
programa Protein Blast de NCBI (solo se muestra el porcentaje de identidad). (Sc) S.
cerevisiae, (KI) K. lactis, (HK) dominio de cinasa de histidina, (S) dominio sensor, (REC)
dominio aceptor, (E) dominio efector, (HPt) dominio de fosfotransferencia.
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LA ELIMINACION DE LOS GE’NES KISLN1, K’IYPD1 Y KISSK1 PRODUCE CELULAS VIABLES Y
NO SON SENSIBLES AL ESTRES HIPEROSMOTICO

Con el antecedente de letalidad de las mutantes en S. cerevisiae y la similitud de las
proteinas del sistema de fosforrelevo de K. lactis y aprovechando las caracteristicas del
ciclo de vida de dicha levadura, se construyeron las cepas heterocigotas diploides
Kisin1/SLN1 y Klypd1/YPD1 mediante la introduccién del casete URA3. A las
transformantes diploides obtenidas se les realizdé un ensayo de hibridacién tipo Southern
blot para verificar la presencia del alelo silvestre y del mutante (Fig. 6A). Se selecciond en
cada caso un heterocigoto diploide que dio positivo a la hibridacién y se dejé crecer en
medio de esporulacién por 72 horas. Posteriormente se realizé una diseccidon de esporas
por micromanipulacion. Sorprendentemente, se produjeron esporas viables (parte
superior de Figura 6B) y la segregacidon meidtica mostré que de cuatro esporas viables dos
fueron URA3" (parte inferior de Fig. 6B). Se corroboré por Southern blotque las
segregantes URA3" presentan el alelo alterado mientras que las otras dos presentan el
alelo silvestre, tanto para KISLN1 y KIYPD1 (Fig. 6C). Estos resultados indican que a
diferencia de S. cerevisiae, la inactivaciéon de KISIn1 o KlYpd1l no induce letalidad en K.

lactis.
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Fig. 6 Generacion de cepas AKIsin1 y AKlypd1. La inactivacién de KISIn1 y de KIYpdl no afecta la
viabilidad celular en K. lactis. Del lado izquierdo se muestran resultados para KISLN1 y del lado
derecho para KIYPD1, para las hibridaciones se emplearon sondas especificas para cada gen, el
ADN gendmico se digirio con las enzimas Pstl para KISLN1 y Clal para KIYPD1, en todos los casos la
cepa silvestre empleada fue la MD2/1. Para KISLN1 el tamafio esperado para el alelo silvestre es de
4714pb y para el alelo modificado son dos bandas una de 6157 y 2228 pb. Para KIYPD1 la banda
del alelo silvestre es de 5874pb mientras que para el modificado es de 9934pb. A. Southern blot
de las algunas de las transformantes diploides obtenidas, las clonas positivas fueron aquellas que
presentan tanto el alelo silvestre y el mutado. Se tomd una de estas heterocigotas diploides y se
utilizd para un ensayo de esporulacion. B. Diseccidn de esporas y segregacion meidtica. En la parte
superior se aprecia la foto de una plantilla de diseccion de esporas y en la parte inferior el
resultado del crecimiento de dos de las tétradas disectadas (1 y 2). Se dejaron crecer en medio rico
YPD y para apreciar la segregacién meidtica se empled el medio minimo SD sin Uracilo; dos de las
esporas germinadas son incapaces de crecer en dicho medio (1b-1d / 2a-2c para KISLN1 y 1a-1c /
2b-2d para KIYPD1) mientras que las otras dos pueden crecer gracias a la presencia del gen
marcador URA3 (1la-1c / 2b-2d para KISLN1 y 1b-1d / 2a-2c para KIYPD1). C. Southern blot de las
segregantes meidticas para confirmar la presencia del alelo mutado (Marcador URA3). Para KISLN1
se utilizé la tétrada 1, donde se corrobord la presencia del alelo mutado en 1a y 1c, mientras que
1b y 1d presentan el alelo silvestre. En el caso de KIYPD1 se empled la tétrada 2, donde se
comprobd que 2a y 2c presentan el alelo mutado y 2b y 2c el silvestre.
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En paralelo, a los resultados mostrados se realizé la interrupcion del gen KISSK1 en células
haploides mediante la introduccidn del casete URA3 en la cepa MD2/1. Las levaduras se
seleccionaron en medio SD sin uracilo y algunas de las transformantes se analizaron por
Southern blot para verificar la correcta insercién del casete (Fig. 7). Se corroboré que las
tres transformantes presentan una correcta integracién del casete y por lo tanto

presentan la interrupcién del gen KISSK1.

’6®
09
&.\ 6’\\4 &.q' 4?’
5205pb
4414 pb ——> [ e a2
2616 pb

Fig. 7. Obtencion de la cepa AKlssk1. Las tres transformadas son AKlssk1 ya que presentan
el alelo modificado. Southern blot de tres de tres de las transformantes obtenidas en la
interrupcion del gen KISSK1. EI ADN gendmico fue digerido con la enzima EcoRV y la cepa
silvestre utilizada fue la MD2/1, se empled una sonda especifica para el gen y el peso
esperado para el alelo silvestre es de 4414 p.b. mientras que para la interrupcion de
KISSK1 se esperaban dos fragmentos de 5205y 2616 p.b.

Con los resultados anteriores nos interesé conocer si el sistema de fosforrelevo de K. lactis
tenia un papel en la respuesta a estrés hiperosmotico, por lo que probamos la capacidad
de crecer en condiciones de alta osmolaridad a las mutantes haploides AKIsin1, AKlypd1 y
AKlssk1 (Fig. 8). Estos ensayos se realizaron comparando el crecimiento con la cepa
silvestre MD2/1, que es capaz de responder efectivamente al estrés y por lo tanto crecer
correctamente, y con la cepa AKlpbs2, que es incapaz de responder al estrés, por lo que
practicamente no crece en un medio con alta osmolaridad. Se probd un medio rico con
0.75 M de KCI (Fig. 8). Los resultados muestran que las tres mutantes del sistema de
fosforrelevo crecen de manera similar a la cepa silvestre, es decir, que la eliminacién de
KISIn1, KIYpd1 6 KISskl no afecta ni la viabilidad ni la capacidad de responder al estrés

hiperosmatico en K. lactis.
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Silvestre
AKlsin1
AKlypd1
AKlssk1
AKlpbs2

Fig. 8 Pruebas de estrés hiperosmaético en placa. El estrés hiperosmodtico no afecta el
crecimiento de las células que carecen de las proteinas del sistema de fosforrelevo en K.
lactis. Las cepas se cultivaron toda la noche a 30°C, se recolectaron por centrifugacion y
se lavaron para ser diluidas en medio YPD donde crecieron por aproximadamente 3 hrs
hasta alcanzar una DOgg de 0.5, a partir de estos cultivos se realizaron diluciones seriales
gue se gotearon en placas con medio YPD (placa izquierda) y YPD con 0.75 M de KCl (placa
de la derecha). Pasadas las 48 hrs. se evalua el crecimiento.

CINETICA DE FOSFORILACION DE KIHOG1 EN K. lactis

Decidimos estudiar la fosforilacion de KIHogl en las mutantes del sistema de fosforelevo.
Para ello analizamos primero la fosforilacion de Hogl en la cepa silvestre de K. lactis. La
cepa silvestre MD2/1 se expuso a concentraciones crecientes de KCl por 5 minutos, en
dichos ensayos se observd que KIHog1 alcanza una fosforilacion maxima desde los 0.2 M y
no parece variar a mayores concentraciones (Fig. 9A). Por otro lado, se realizé una cinética
de activacion de la cepa silvestre utilizando 0.4 M de KCl y se tomaron muestras a distintos
tiempos. La fosforilacion de KIHogl alcanzé su maximo a los 5 min para luego ir
disminuyendo gradualmente, a los 40 min practicamente ya no se observa fosforilacién en
KIHogl (Fig. 9B). En ambos experimentos se realizd también la inmunodeteccion del

KIHog1 total.
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Fig. 9 Cinética de fosforilacion de KIHogl en respuesta al estrés hiperosmético. KIHog1 se
fosforila desde 0.2 M de KCl y no parece variar mucho, ademas se fosforila a partir de los 5
minutos de exposicidn al estrés y la fosforilacién disminuye gradualmente. Las células se
cultivaron en medio YPD y se ajustaron a una DOgqg 0.5, para luego ser tratadas o no con
las concentraciones de KCl y tiempos especificados. Para el Western Blot se usaron 20ug
de cada muestra, se uso primero el anticuerpo anti-p38 (P-Hog1) (parte superior de cada
panel) y posteriormente se lavaron las membranas para usar el anticuerpo anti-Hogl
(parte inferior de cada panel). (A) Fosforilacion de KlIHogl después de 5 min del
tratamiento con las concentraciones de KCl indicadas. (B) Fosforilaciéon de KIHog1 luego de
tratar las células con 0.4 M de KCl durante los tiempos indicados en la imagen.

KIHogl NO SE FOSFORILA CONSTITUTIVAMENTE EN LAS MUTANTES AKIsin1, AKlypd1,
AKlssk1 Y AKlsin1 AKIPTP2

Una vez establecidas las condiciones adecuadas para la fosforilaciéon de KIHogl en
respuesta al estrés hiperosmotico, analizamos la fosforilacién de KIHogl en las cepas
AKlsin1, AKlypd1l y AKlssk1, tanto en condiciones de estrés hiperosmotico como en
condiciones sin estrés (iso-osmoéticas). Contrario a lo que se ha visto en S. cerevisiae, no se
observa fosforilacidon constitutiva de KIHogl en las mutantes que carecen de KISInl o
KIYpd1 en condiciones iso-osmdticas (Fig. 10A lado izquierdo panel). Sin embargo, si se

indujo la fosforilacion de KIHogl en las mutantes después de un tratamiento con KCl (Fig.
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10A lado derecho). Para una mejor comparacion realizamos el mismo ensayo en algunas
cepas de S. cerevisiae. Se utilizd la cepa termosensible ScsIn1® (Maeda et al, 1994) en la
que al crecer a 37°C, ScSInl se inactiva. En estas condiciones, ScHogl se fosforila
constitutivamente aun en un medio iso-osmético (Fig. 10B lado izquierdo). En la doble
mutante Scsin1®AScssk1 en cambio, ScHogl ya no se fosforila de manera constitutiva,

pero si se fosforila ligeramente en estrés hiperosmético (Fig. 10B lado izquierdo).
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Fig. 10 Fosforilacion de Hogl de K. lactis y S. cerevisiae en mutantes que carecen de los
componentes del sistema de fosforrelevo. Las mutantes del sistema de fosforelevo de K.
lactis no activan constitutivamente la fosforilacién de KIHog1 en condiciones isoosméticas
en comparacion con S. cerevisiae (cepa Scsinl-ts). Las distintas cepas sefialadas en la
imagen fueron tratadas con 0.4 M de KCl por 5 minutos. Se uso primero el anticuerpo anti-
p38 (P-Hogl) (parte superior de cada panel) y posteriormente se lavaron las membranas
para usar el anticuerpo anti-Hogl (parte inferior de cada panel) (A) Fosforilacién de
KIHogl en cepas de K. lactis, parte izquierda se aprecia las cepas en condiciones
isoosmoticas y del lado derecho con el tratamiento de estrés, se empled la cepa AKIpbs2
como control negativo de la fosforilacion de KIHogl en condiciones de estrés. (B)
Fosforilacién de las cepas AScpbs2, AKlpbs2, ScsIn1®AScssk1, Scsin1® y de la cepa silvestre
de S. cerevisiae. Para la inactivacidn de SIn1l las cepas termosensibles se dejaron crecer a
37°C por tres horas entes de someterlas a estrés hiperosmotico.
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Ahora bien, en S. cerevisiae se sabe que ScHogl tiene una retroalimentacién negativa
mediante su desfosforilacion. Las proteinas encargadas de defosforilarla son las fosfatasas
de tirosina ScPtp2 y ScPtp3. En particular, ScPtp2 se encuentra en el nucleo, donde
desfosforila el residuo tyrl76 de ScHogl (Mattison & Ota 2000). Con lo anterior, nos
parecid oportuno estudiar el papel de la fosfatasa KIPtp2 de K. lactis en |la desfosforilacidon
de KIHogl en algunas de las mutantes del sistema de fosforrelevo, en particular
empleamos la que carece de KISIn1, por lo que evaluamos la fosforilacidon de K/Hog1 en las
cepas AKlptp2 y AKlsin1AKIptp2, ambas generadas en el laboratorio. En condiciones iso-
osmoticas no se observo fosforilaciéon alguna de K/Hogl (Fig. 11 lado izquierdo). Mientras
qgue en condiciones de estrés hiperosmoético se observé una fosforilacion de KIHogl muy
similar a la de la cepa silvestre y la mutante sencilla AKIsin1 (Fig. 11 lado derecho). Los
datos muestran que la ausencia de fosforilacién constitutiva de KIHogl en las cepas
AKlsin1 y AKlypd1 y la consecuente viabilidad celular de estas cepas no se debe a una

desfosforilacién rapida de KIHog1.
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Fig. 11. Fosforilacion de KIHog1 en las cepas AKIptp2 y AKlIsin1AKIptp2. La eliminacion de
la fosfatasa KIPtp2 no modifica la fosforilacidn de las mutantes que carecen del sistema de
fosforrelevo en K. lactis. Para el Western Blot se usaron 20ug de cada muestra, se uso
primero el anticuerpo anti-p38 (P-Hogl) (parte superior de cada panel) y posteriormente
se lavaron las membranas para usar el anticuerpo anti-Hog1 (parte inferior de cada panel).
El panel de la izquierda muestra los resultados en condiciones iso-osméticas y del lado
derecho se aprecian los resultados en condiciones de estrés hiperosmatico.
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INACTIVACION DE LAS DOS RAMAS DE’LA VIA DE HPG EN K. lactis OCASIONA ALTA
SENSIBILIDAD EN CONDICIONES DE ESTRES HIPEROSMOTICO

En S. cerevisiae la respuesta al estrés hiperosmético se da por la participacidon de las dos
ramas de la via de HOG (SLN1 y SHO1). Esto se conoce bastante bien, ya que al inactivar
cualquiera de las ramas, las células pueden crecer normalmente en condiciones
hiperosmaticas, pero al inactivar ambas ramas se produce una fuerte sensibilidad al estrés
(Posas & Saito 1997). Ahora bien, dados los resultados obtenidos hasta este punto
decidimos evaluar los efectos de la inactivacién de ambas ramas en K. lactis. Para ello se
evalud el crecimiento en medio hiperosmotico y la fosforilaciéon de KIHogl en mutantes
dobles de ambas ramas. Para fines practicos, en la figura 12 mostramos los resultados
para la cepa AKlsin1AKIshol. Se observa que en condiciones hiperosmoéticas la doble
mutante crece mucho menos que las mutantes sencillas y que la cepa silvestre (Fig. 12A).
Este dato indica que K. lactis responde al estrés hiperosmatico activando tanto la rama de
SHO1 como la de SLN1, indicando ademas que se requiere de KISIn1 para generar una
respuesta apropiada al estrés. Por otro lado, la fosforilacion de KIHogl no parece verse
afectada en la doble mutante, pese a que es muy sensible al estrés hiperosmotico. La
doble mutante se fosforila de manera muy similar a la cepa silvestre luego del tratamiento
con 0.4 M de KCl durante 5 minutos (Fig. 12B). Este resultado es constante en todas las

dobles mutantes estudiadas anteriormente (Velazquez et al., 2015).
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Fig. 12 Inactivaciéon de las dos ramas SLN1 y SHO1. El estrés hiperosmodtico induce
defectos en el crecimiento en una cepa mutante que carece de los genes KISLN1 y KISHO1
aunque se presenta fosforilacion de KIHogl en condiciones de estrés. Las cepas se
cultivaron toda la noche a 30°C, se colectaron por centrifugacién y pasadas a medio YPD
donde crecieron por aproximadamente 3 hrs hasta alcanzar una DOgyp de 0.5, se
realizaron diluciones seriales que se gotearon en placas con medio YPD (-) y YPD con 0.75
M de KCI (placa de la derecha). Para el Western Blot se usaron 20 pg de cada muestra, se
uso primero el anticuerpo anti-p38 (P-Hogl) (parte superior de cada panel) vy
posteriormente se lavaron las membranas para usar el anticuerpo anti-Hogl (parte
inferior de cada panel). (A) Evaluacion del crecimiento en placa con medio rico (parte
izquierda) y en condiciones hiperosmoticas (placa de la derecha). (B) Fosforilacion de
KIHog1 luego del tratamiento con 0.4 M de KCI.

KIYpd1 ES CAPAZ DE ACEPTAR UN GRUPO FOSFATO Y TRANSFERIRLO A KLSSK1.

Sabemos entonces que el sistema de fosforrelevo en K. lactis tiene participacion en la
respuesta al estrés hiperosmodtico, aunque no queda claro qué papel tiene. Por lo que
decidimos realizar ensayos de fosforilacion in vitro que nos permitiese permitieron
determinar si KlYpdl podia aceptar grupos fosfatos de una proteina donadora vy
transferirlos a KISsk1. Expresamos y purificamos ambas proteinas en sistemas bacterianos,
tal como se describe en la seccidon de materiales. En un primer experimento se traté de
utilizar la porcidon citoplasmatica de KISIn1 como donador de fosfatos, pero mostré alta
inestabilidad cuando se purificaba, por lo que decidimos utilizar un donador distinto.
Utilizamos dos dominios de la proteina ArcB, la cual es una cinasa de histidina hibrida de
E. coli (Georgellis et al., 1997). En los ensayos se utilizé el dominio de cinasa de histidina
H1 (ArcB78-521 corresponde al dominio HK) y el dominio aceptor D1 (ArcB521-661). Los

ensayos de expresion y purificacién de KISsk1 y KIYpd1 se realizaron y reportaron como
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parte de la tesis de Licenciatura de la LIBB Eunice Dominguez Martin en 2012. Los
dominios y las proteinas empleadas se esquematizan en la parte izquierda de la Fig. 13.
Los ensayo mostraron que el dominio H1 fue capaz de transferir un grupo fosfato al
dominio aceptor D1 cuando se incubaron con un nucledtido de ATP marcado
radioactivamente (Fig. 13 carril 2) (Alvarez & Georgellis 2010). Asi mismo, el dominio D1
es capaz de donar el grupo fosfato a la proteina KlYpd1 al agregarla a la reaccién (Fig. 13
carril 5). Al incluir a KISsk1 en la reaccion se observo claramente que es capas de recibir el
fosfato proveniente de KlYpdl (Fig. 13 carril 6). La fosforilacion de KISskl se da
Unicamente en presencia de KlYpd1, lo que indica que el fosfato no puede ir directamente
del dominio D1 de ArcB a KISskl (Fig. 13 carril 4). Estos datos confirman que KlYpd1 es
capaz de aceptar un grupo fosfato de un dominio aceptor y transferirlo a KISsk1.

Por ultimo, se realizé la construccion de una mutante KISsk1l cuyo residuo de aspartato
444 fue remplazado por una alanina (KISsk1”?). Se sabe que en S. cerevisiae este tipo de
cambios evita que ScSskl sea fosforilada por ScYpd1l (Posas et al 1996; Horie et al 2008).
Al sustituir en los ensayos de fosforilacién in vitro a KISsk1 por KISsk1® , esta ultima es
incapaz de recibir el grupo fosfato proveniente de KlYpdl (Fig. 13 carril 7). Estos
resultados indican que el residuo 444 es el aceptor del grupo fosfato en la proteina KISsk1

de K. lactis.
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Fig. 13 Ensayo de fosforilacion in vitro de las proteinas KlIYpd1 y KISsk1. Se utilizaron los
dominios H1 y D1 de ArcB descritos por Alvarez & Georgellis 2010 y las proteinas KlYpd1,
KISsk1 y KISsk1”®. Del lado izquierdo se muestra un esquema de las proteinas y de la
transferencia que se lleva a cabo. Cada carril corresponde a una distinta reaccién de
fosfotransferencia, inicialmente se incuba el dominio H1 por 10 min a temperatura
ambiente con [y—32P]ATP y luego se afade D1, KlYpdl, KISskl o KISsk1P seguln
corresponda a cada reaccién y se deja por otros 10 min. En la parte superior del panel se
indica con un signo mas las proteinas o dominios que fueron utilizadas para cada reaccién
y del lado izquierdo de la imagen se indica con flechas la posicidon para cada proteina de
acuerdo al peso esperado de cada una.

EL SISTEMA DE FOSFORRELEVO SE INACTIVA EN CONDICIONES DE ESTRES
HIPEROSMOTICO

Se ha demostrado que el sistema de fosforrelevo en S. cerevisiae funciona como regulador
negativo de la via de HOG. Es decir, la transferencia de fosfatos se encuentra activa en
condiciones iso-osméticas mientras que en condiciones de estrés hiperosmotico el
sistema se inactiva permitiendo la activacién de ScHogl (Maeda et al., 1994). Segun los
resultados obtenidos y los fenotipos observados se podria pensar que el sistema de
fosforrelevo en K. lactis funciona de forma diferente a lo descrito en S. cerevisiae. Para
comprobar lo anterior decidimos estudiar la fosforilacion de KlYpdl en condiciones iso-
osmoticas e hiperosmdticas y en presencia y ausencia de KISInl. Realizamos ensayos de

fosforilacién in vivo mediante marcaje metabdlico utilizando ortofosfato [*2P] en ausencia
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y presencia de 0.4 M de KCI. Utilizamos las cepas AKlsin1 y AKlypdl que fueron
transformadas con la construccion YEpKDGal-KIYPD1::6His. Gracias a la etiqueta de
histidinas fue posible purificar por columna de niquel a KIYpd1 tal como se describe en el
apartado de materiales. Los resultados de los ensayos muestran que KlYpd1 se fosforila en
condiciones iso-osmdticas y Unicamente en presencia de KISIn1 (Fig. 14B), mientras que
en condiciones de estrés hiperosmotico que la fosforilacion de KlYpdl disminuye
drasticamente (Fig. 14B). Estos resultados indican que KISIn1 estd cataliticamente activo
en condiciones iso-osmaticas, por lo que KIYpd1 se encuentra fosforilado. Por el contrario,
cuando KISIn1 se inactiva como consecuencia del estrés hiperosmotico, KlYpdl se
desfosforila. Todo esto indica que el sistema de fosforrelevo en K. lactis parece estar

funcionando de manera similar al de S. cerevisiae.

AKisin1 AKlypd1
0.4 M NaCl - - +
+ AKisin1 AKlypd1
- 0.4 M NaCl - + - +
KIYpdip »| — |
o His l - . — - |
A B

Fig. 14. Fosforilacion in vivo de KlYpdl. La fosforilacion de KlYpdl por KISIn1 se produce en
condiciones isoosmoticas y es dependiente de KISIn1. Se muestra uno de los ensayos realizados;
utilizamos las cepas AKlsIin1 y AKlypdl que fueron transformadas con la construccién YEpKDGal-
KIYPD1::6His, con la finalidad de purificar la proteina KIYpdl mediante columna de niquel. Las
cepas se crecieron en un medio sin fosfatos para luego introducir el ortofosfato [*2P], luego se les
trato o no con 0.4M de KCl por 1 minuto a temperatura ambiente. KIYpd1 se purific6 mediante
columna de niquel y las proteinas se cargaron en un gel de SDS-PAGE y luego transferidas a una
membrana de nylon la cual fue analizada, la misma membrana se empleo para el western blot con
el anticuerpo anti-His. (A) Gel tefido con azul de Coomassie con los extractos de proteina total de
cada una de las cepas empleadas, como control de carga para la columna de niquel y el western
blot. (B) Fosforilacion y western blot de KIYpd1. En el panel superior se aprecia el resultado del
marcaje metabdlico de KIYpd1 y en el panel inferior el western blot anti-His.
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LA PROTEINA KISsk2 INTERACCIONA MAS CON LA FORMA DESFOSFORILADA DE KISSK1
(KISsk1®%)

Lo siguiente que nos interesd resolver es la conexion entre el sistema de fosforrelevo y el
moddulo de MAPK. En S. cerevisiae, ScSskl interacciona directamente con ScSsk2/Ssk22
(MAPKKK redundantes). K. lactis carece de Ssk22, por lo que decidimos analizar la
interaccion entre KISskl y KISsk2, para lo cual empleamos la técnica de doble hibrido.
Fusionamos el dominio de unidn a ADN LexA a KISsk1 y el dominio activador B42 a KISsk2.
Observamos que KISsk1 practicamente no interacciona con KISsk2 (ausencia de coloracion
azul y en los ensayos de B-galactosidasa) (Fig. 15). Por otro lado, también probamos la
forma desfosforilada de KISsk1 (KISsk1*), la cual no puede ser fosforilada por KlYpd1. En
la Figura 15 se puede observar que la interaccién entre KISsk1® y KISsk2 es muy fuerte.
Estos datos indican que al igual que en S. cerevsiae, el sistema de fosforrelevo de K. lactis

esta conectado a la via de HOG y que la regula negativamente.

O \(\\O\'Oo
S N’ Actividad de
& fbc'-“ B-galactosidasa
® ¥ (U/mg x 103)
KISsk1p KiSsk2p — 24+0.9
KiSsk1pPA  KiSsk2p 35.2+5.7
KiSsk1p — 09+0.7
KISsk1pPA — 0.8+0.5

Fig. 15 Interaccién entre KISsk1 y Klssk2. Existe una fuerte interaccién entre KISsk1® y
KISsk2 en comparacién con la casi nula interaccién entre KISsk1 y kiSsk2. Se emplearon los
plasmidos para doble hibrido pEG202-KISSK1, pEG202-KISSK1°*, pJG4-KISSK2 y pSH18. El
gen reportero utilizado fue LacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa que rompe el
X-Gal dando como resultado una coloracién azul. Se empleé la cepa EGY48. la
cuantificacién de la actividad de la B-galactosidasa se determind como describe Ongay y
colaboradores en el 2000. En las filas del lado izquierdo se indica las proteinas de cada
ensayo, en la parte central la imagen de dos de las clonas analizadas cualitativamente y en
la fila de la derecha tenemos el valor promedio de la actividad de la enzima de tres clones
independientes.
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K. lactis ACUMULA MENOS GLICEROL QUE S. cerevisiae EN RESPUESTA AL ESTRES
HIPEROSMOTICO

La activacion de ScHogl en S. cerevisiae induce muchos cambios celulares, tales como el
arresto celular y la acumulacién de varios osmolitos que le ayudan a contener la
deshidratacion que se da como primera respuesta al estrés hiperosmético; el principal
osmolito sintetizado es el glicerol (Saito & Posas 2012). Y si recordamos, la inactivacion de
ScSIn1 causa la activacién constitutiva de ScHogl lo que lleva a una produccién no
controlada de glicerol (Hohmann 20002). Con estos antecedentes y los datos obtenidos
decidimos comparar la cantidad de glicerol acumulado después de un estrés
hiperosmatico tanto en K. lactis como en S. cerevisiae. Se compararon algunas mutantes y
las cepas silvestres. La cepa silvestre de K. lactis acumula entre 5y 7 veces mas glicerol en
estrés hiperosmotico. EI mismo efecto se observa en las mutantes AKlsin1 y AKlypd1,
mientras que en la cepa AKlhog1 disminuye ligeramente el glicerol acumulado respecto a
la silvestre (Fig. 16A). Es importante mencionar que en condiciones iso-osmdticas las
mutantes del sistema de fosforelevo no presentan acumulacidon de glicerol tal como
sucede en las mutantes de S. cerevisiae, esto ultimo concuerda con la falta de
fosforilacidon constitutiva de KIHogl en AKlsIn1 y AKlypd1. Por otro lado, la cepa silvestre
de S. cerevisiae acumula entre 18 y 20 veces mas glicerol en condiciones de estrés
hiperosmoético en comparacién con las condiciones iso-osméticas. La cepa ASchogl no
produce glicerol en condiciones de estrés, mientras que la mutante con el alelo ScsIn1® a
temperatura restrictiva (37°C) acumula tanto glicerol como la cepa silvestre, (Fig. 16B). Al
realizar una comparacion entre las cepas silvestres de ambas levaduras, podemos notar
como K. lactis acumula diez veces menos glicerol que la cepa silvestre de S. cerevisiae

luego del estrés hiperosmoético (Fig. 16C).
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Fig. 16 Comparacion de la produccion de glicerol entre K. lactis y S. cerevisiae. La
levadura S. cerevisiae acumula mucho glicerol en consecuencia del estrés hiperosmatico,
asi mismo la activacidn constitutiva de ScHogl en la cepa ScsIn1®™ ocasiona una excesiva
produccién de glicerol en condiciones iso-osméticas, contrario a lo que sucede en K. lactis
qgue no acumula glicerol. El contenido de glicerol se determind segun se indica en
métodos, las cepas que se emplearon se muestran en la parte inferior de cada grafico asi
como si fueron tratadas o no con 0.4 M KCI. (A) Cuantificacidn de glicerol para K. lactis (B)
Cuantificacién de glicerol en cepas de S. cerevisiae (C) Comparacién del contenido de
glicerol acumulado en las cepas silvestres entre ambas levaduras.

Los resultados sugieren que la cantidad de glicerol acumulado en K. lactis es suficiente
para proteger a las células contra el estrés hiperosmético o que esta levadura utiliza otro
osmolito como principal protector celular. Se ha reportado que la trehalosa puede usarse
como osmolito en ciertas condiciones y en algunas especies de levaduras (Hounsa et al.,
1998), por lo que decidimos medir la cantidad de trehalosa que se acumula en condiciones
de estrés hiperosmético en K. lactis. Para el ensayo se probaron Unicamente las cepas
silvestres y las mutantes que carecen de Hogl en ambas levaduras. Los resultados
obtenidos en la cepa silvestre muestran que las células de K. lactis no acumulan trehalosa,

en cambio, detectamos que después de exponerlas al estrés hiperosmético la
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concentracion de trehalosa disminuye un 50% (Tabla 6). Se observé el mismo fenémeno y
en proporciones muy similares en la cepa AKlhog1, lo que indica que en K. lactis KIHog1 no
tiene un papel significativo en la produccion de trehalosa. Por el contrario, en la cepa
silvestre de S. cerevisiae la trehalosa aumenta 15 veces con el estrés hiperosmotico, dicho
incremento es dependiente de ScHogl, ya que en la cepa ASchogl no se observa este
fenédmeno (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de produccion de trehalosa entre K.
lactis y S. cerevisiae.

— NaCl

Silvestre | o 54+ 0.06| 0.22F 0.05
Ahog1 0.63* 0.07| 0.28* 0.05

K. lactis

Silvestre | 0.20* 0.03| 3.02*+ 0.09
Ahog1 0.32* 0.05| 0.27* 0.08

S. cerevisiae

Valores promedio de tres experimentos independientes (*+_
DS). La concentracion de trehalosa se da en [mg / g de peso
seco]. El tratamiento con NaCl fue de 6h con 0.4 M.

KIHoglp COMPLEMENTA LA AUSENCIA DE ScHoglp EN S. cerevisiae

Para comprender un poco los resultados diferenciales en la inactivacién del sistema de
fosforrelevo en K. lactis decidimos estudiar un poco mas a KIHogl. Para ello, probamos si
KIHogl podia sustituir a ScHogl en S. cerevisiae, fosforandose en respuesta a estrés
hiperésmatico. Se transformé la cepa ASchogl con la construccidon pYES2-KIHOG1 y se
hicieron tratamientos con 0.4 M de KCl. Encontramos que después de 5 minutos de
tratamiento hiperosmotico, KIHog1 se fosforila en S. cerevisiae y ademas lo hace a un nivel
muy similar al de ScHogl (Fig. 17A). Ademas, se realizaron ensayos en placa para
comparar el crecimiento de la cepa ASchog1 que expresa KIHogl. Observamos que cuando
se expresa la proteina KIHog1, la cepa recupera la capacidad de crecer en condiciones de
estrés hiperosmoético (Fig. 17B). Se estudié también la expresidon de ScHogl en la misma

cepa bajo las mismas caracteristicas y se observd que KIHogl revierte la sensibilidad al
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estrés al mismo nivel que lo hace ScHogl. Estos datos estarian indicando que KIHogl

puede acoplarse eficientemente a la via de HOG de S. cerevisiae.

0.4 M KCI

— 0.5 KCI

Sc silvestre

ASchog1

ASchog1[ScHOG1]
ASchog1[KIHOG1]

Fig. 17 Expresion de KIHogl en S. cerevisiae. KIHogl rescata la sensibilidad a estrés
hiperosmotico de la mutante ASchog1 y se fosforila adecuadamente. La cepa ASchog1 se
transformo con los plasmidos pYES2-KIHogl y pYES2-ScHogl. Para permitir la expresién de
ambas proteinas, las cepas se crecieron en medio SGal por cuatro horas. Para los ensayos
en placa se realizaron diluciones seriales. (A) Fosforilacion de ScHogl en condiciones de
estrés hiperosmatico, se utilizé un extracto de la cepa silvestre de K. lactis como control
por la diferencia de peso entre las proteinas. ScHogl pesa 48.8 KDa y KIHog1 pesa 52 KDa
(B) Ensayos en placa de las cepas en medio YPD y medio YPD con 0.5 M de KCl, las placas
se incubaron por 48 hrs. se utilizo la cepa silvestre de S. cerevisiae BY4742 y la ASchog1
como controles.

También nos interesd probar qué sucedia al expresar KIHogl en ausencia de estrés en las
células de S. cerevisiae cuando se inactiva el sistema de fosforelevo, para lo cual
expresamos KIHog1 en la cepa que tiene el alelo termosensible ScSIn1®. Se probd el efecto
de un incremento de la temperatura (37°C) para inactivar a ScSInl. Aprovechamos la
diferencia de tamafio entre KIHogl y ScHogl para poderlas distinguir en el mismo gel. Al
crecer las células a 37°C se puede observar que ambas proteinas se fosforilan al mismo
nivel (Fig. 18A). También se analizd el crecimiento en placa de estas cepas, en donde
observamos que las cepas ScsIn1® y Scsin1®[pYES2-KIHOG1] son incapaces de crecer a

37°C, esto se debe muy probablemente a la actividad constitutiva de ScHogl enddgeno
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(Fig. 18B). Dado estos resultados se decidid integrar el gen KIHogl en el locus ScHogl
[Schogl::KIHOG1], garantizando que el efecto de crecimiento en la cepa fuese Unicamente
de KIHogl y ademas que su expresidn esté regulada por el promotor de ScHogl. En estas
condiciones se observé que al crecer la cepa SIn1® [ASchogl::KIHOG1] a 37°C se induce la
fosforilaciéon de KlHogl (Fig. 18A) asi como la letalidad de la cepa (Fig. 18B). Los
resultados mostrados en las figuras 16 y 17 indican que KlHogl de K. lactis puede
remplazar a ScHogl en términos de su capacidad para responder al estrés hiperosmatico,

asi como en la capacidad de inducir la letalidad celular cuando se inactiva el fosforrelevo.
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Fig. 18 Expresion de KIHogl en la cepa Scsinl-ts. La proteina KIHogl es capaz de
fosforilarse constitutivamente y generar un fenotipo de letalidad cuando el sistema de
fosforelevo se inactiva en S. cerevisiae. La cepa ScsInl-ts se transformo por un lado con el
plasmido pYES2-KIHogl y con la construccidon KIHOG1::Higromicina tal como se menciona
en métodos. Para la expresiéon de KIHog1 a partir del plasmido se crecié la cepa en medio
SGal por tres horas a 30°C y a continuacidn se crecieron otras tres horas a 37°C. La cepa
silvestre indicada fue la TM141, el guidn indica que la cepa contiene el plasmido vacio.
Para el crecimiento en placa se realizaron diluciones seriales. (A) Fosforilacién de KIHogl
en la cepa Scsinl-ts, las cepas mostradas se crecieron a 37°C para inactivar el sistema de
fosforrelevo. Se observa fosforilaciéon tanto de ScHogl como de KlHogl en el carril
+KIHog1, del lado derecho. Se marca la banda que corresponde para K/ asi como la que
corresponde para Sc. Al realizar la integracion de KlIHogl se aprecia la fosforilacidn
constitutiva de la misma. (B) Comparacion del crecimiento en placa a 30°C y a 37°C. Las
cepas se indican del lado izquierdo.
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ScHogl NO GENERA LETALIDAD CELULAR Y COMPLEMENTA LA AUSENCIA DE KIHogl EN
K. lactis

Finalmente nos preguntamos si ScHog1 seria capaz de inducir letalidad celular en K. lactis
en alguna de las cepas que tiene inactivo el sistema de fosforrelevo. Para lo cual
utilizamos la cepa AKlypd1AKlhogl. Cuando se sobre expresan las proteinas KIHogl vy
ScHogl, ambas son capaces de revertir la sensibilidad al estrés hiperosmodtico que tiene
dicha cepa (Fig. 19). Aunque se observé que KIHogl afecta ligeramente el crecimiento de
la cepa en condiciones iso-osmoticas. Esto pudiera deberse a un efecto de la
sobreexpresién de la proteina. Por otro lado, ScHogl no afectd el crecimiento de la cepa
en condiciones iso-osmoticas (Fig. 19). Lo que indica que ScHogl no induce letalidad en K.

lactis cuando se inactiva el sistema de fosforrelevo.

Gal +
0.5 M KCI

Fig. 19. Expresion de ScHogl en K. lactis. La proteina ScHogl no induce letalidad en K.
lactis tras la inactivacién del sistema de fosforelevo. La cepa AKlypd1AKlhogl se
transformé con los plasmidos YEpKDGal, YEpKDGal-ScHogl y YEpKDGal-KIHogl. Se
realizaron diluciones seriales para evaluar el crecimiento en placa. Se utilizaron tres
distintos medios: YPD, YPGal y YPGal+0.5 M de KCl. La cepa silvestre empleada de control
fue la MD 2/1.

Silvestre

AKlypd1AKlhog1| [KIHOG1]

[ScHOG1]
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DISCUSION

Saccharomyces cerevisiae se ha considerado un organismo modelo para estudiar
sefializacion celular y en especifico la via de respuesta a estrés osmoético. Como hemos
indicado en la introduccién, los estudios previos han demostrado que el sistema de
fosforrelevo SInl tiene un papel negativo sobre la via de HOG y que ademas al eliminar
cualquiera de los genes SLN1 o YPD1 las células mueren debido a una sobreactivacion de
Hogl ocasionada por su fosforilacion constitutiva (Posas et al. 1999 & Hohmann 2000). La
levadura que hemos estudiado en este trabajo es Kluyveromyces lactis y aunque es un
pariente cercano de S. cerevisiae tiene la particularidad de que divergié antes de la
duplicacién del genoma de esta ultima. El genoma de K. lactis codifica para la mayoria de
los genes necesarios para la respuesta a estrés hiperosmoético, exceptuando el gen para la
MAPKKK redundante SSK22 (Krantz et al. 2006). Ademas, la similitud estructural entre las
proteinas de K. lactis y S. cerevisiae es alta, lo que podria sugerir una arquitectura y
mecanismos de respuesta a estrés hiperosmoético similares entre ambas levaduras.
Aunque en estudios previos realizados en nuestro laboratorio se han observado algunas
diferencias notables al estudiar la rama de SHO1, se demostrd que las mutantes sencillas
AKlste11 y AKlIste50 son incapaces de crecer en condiciones de estrés hiperosmatico, pese
a que se encuentre la rama de SLN1. Se encontré que las mutantes AKIsholAKlssk2 y
AKlstel1 son incapaces de responder y adaptarse al estrés hiperosmdtico aun cuando
KIHog1 se fosforila y se internaliza en el nucleo en respuesta al estrés (Velazquez et al.,
2015). Los datos obtenidos en este trabajo respecto al papel que tiene el sistema de
fosforrelevo en la respuesta a estrés hiperosmotico de K. lactis arrojan datos muy
interesantes. Por ejemplo, la delecion de los genes KISLN1 y KIYPD1 ocasiona células
viables e insensibles al estrés hiperosmético (Fig. 20C). Estos datos concuerdan con los
fenotipos mostrados en las levaduras S. pombe y C. albicans (Nakamichi et al., 2002 &
Yamada-Okabe et al., 1999), para los cuales la inactivacion de la cinasa de histidina y de la
proteina de fosfotransferencia no afectan la viabilidad celular. La explicacion podria ser

gue en ambas levaduras existe mas de una cinasa de histidina. Por otro lado, la
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eliminacidn del regulador de la respuesta KISsk1 no afecta aparentemente la respuesta al
estrés.

Sorprendentemente, en las mutantes del sistema de fosforrelevo de K. lactis, KIHogl se
fosforila de manera similar a la cepa silvestre, que se fosforila sélo en condiciones de
estrés hiperosmodtico, mientras que en condiciones iso-osmdticas no se observa
fosforilacién. Esto es opuesto a lo que sucede en S. cerevisiae donde la delecion de ScSLN1
0 ScYPD1 genera fosforilacion constitutiva de ScHog1 (Saito & Posas 2012). Los resultados
plantean dos posibilidades: una es que el sistema de fosforrelevo de K. lactis no tenga
participacidn en la respuesta al estrés hiperosmético o bien que tiene un papel diferente
al descrito en S. cerevisiae. La primera hipdtesis fue descartada al analizar la doble
mutante AKlIsIn1AKIshol y descubrir que es altamente osmosensible comparada con las
cepas sencillas AKIshol y AKlsIn1, lo que indica que ambas ramas participan en paralelo en
la adaptacidn al estrés hiperosmético. Es de notarse que contrario a lo que se esperaba,
KIHog1 se fosforila en la mutante AK/sIin1AKIshol en condiciones de estrés hiperosmatico,
sin embargo KIHog1l fosforilado en estas condiciones no induce proteccion ni adaptacion
al estrés hiperosmotico. La fosforilacion de KIHogl en dobles mutantes de K. lactis
también se ha observado en otros estudios (Velazquez et al,, 2015). Asi mismo, se sabe
gue en S. cerevisiae la cepa AScssk1AScstell es incapaz de crecer en condiciones de alta
osmolaridad aunque ScHog1 se fosforila y entra al nlcleo, pero es incapaz de asociarse a
la cromatina y tampoco puede activar la transcripcidn de los genes relacionado al estrés

hiperosmético (Vazquez et al. 2018).

Para analizar la segunda hipdtesis se realizaron diversos experimentos entre ellos se
analizé la conexion entre el sistema de fosforrelevo y el médulo de MAP cinasas. En S.
cerevisiae se sabe que la sustitucion del aspartato 554 por alanina impide que ScSskl
reciba el fosfato de ScYpd1l (Posas et al. 1996) y se ha visto que esta forma de la proteina
es capaz de interactuar con la MAPKKK ScSsk2 (Posas and Saito 1998). El ensayo de
interaccidon por doble hibrido nos permitido determinar que la forma no fosforilable

KISsk1P” interacciona mas eficientemente con KISsk2.
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Los experimentos de fosfotransferencia in vitro demostraron que este sistema es
funcional y que en efecto se trata de la transferencia de un fosfato entre His-Asp-His-Asp.
En S. cerevisiae, el sistema de fosforrelevo se encuentra activo en condiciones osmaticas
normales y se apaga al presentarse el estrés hiperosmotico, lo que implica que el sistema
regula negativamente la via de HOG (Saito & Posas 2012). En K. lactis los ensayos de
fosforilacion in vivo mostraron que el sistema de fosforrelevo se encuentra activo en
condiciones iso-osmdticas y se apaga en condiciones de estrés, lo cual indica que en K.
lactis el sistema de fosforrelevo también tiene un papel negativo sobre la via de HOG (Fig.
20A y B). La ausencia de fosfotransferencia en las mutantes AKlsin1 y AKlypd1 no inducen
la activacidn constitutiva de KIHogl. Incluso al eliminar la fosfatasa KIPtp2, en la mutante
AKlsin1 tampoco se induce una fosforilacién constitutiva de KIHogl. Estos hallazgos
indican que probablemente exista otra forma de regular a KIHogl. Seria interesante
estudiar la regulacién de KIHogl por componentes rio arriba en la cascada de seializacién

(Fig. 20C).

Nuestros datos mostraron que K. lactis acumula 10 veces menos glicerol respecto a lo que
acumula S. cerevisiae en condiciones de estrés hiperosmodtico. También se observod que S.
cerevisiaze acumula glicerol de manera constitutiva al eliminar ScSIn1, inclusive en
condiciones iso-osmoticas, lo cual implica que en aquellas mutantes que carecen del
sistema de fosforrelevo la activacidén constitutiva de ScHogl conduce a la produccién y
acumulacién de glicerol (Maeda et al., 1994). Sin embargo, en K. lactis este fendmeno no
se observa en las cepas AKlsin1 y AKlypdl, ya que acumulan glicerol de manera muy
similar a la cepa silvestre. Esto ultimo correlaciona con el hecho de que no exista

fosforilacidn constitutiva de KIHog1 en dichas mutantes y que por lo tanto sean viables.

Por otro lado, al comparar la cantidad de glicerol que acumulan ambas especies. Se
observd que en S. cerevisiae la mutante ASchogl acumula diez veces menos que la cepa
silvestre, mientras que en K. lactis la cepa AKlhog1 acumula la mitad de glicerol respecto a

su cepa silvestre.

56



Aunque en ambas levaduras el estrés hiperosmético ocasiona la acumulacién de glicerol,
resulta llamativo que en K. lactis dicha acumulacion es mucho menor. Quiza en K. lactis el
glicerol producido sea suficiente para generar una osmoproteccién, o bien, esta especie
utiliza otros osmolitos para contrarrestar el estrés hiperosmodtico. En otras especies de
levadura se ha reportado que la trehalosa puede ser usada como un osmolito compatible
(Parrou et al. 1997). Se ha documentado que ésta se acumula en condiciones de estrés
caldrico, estrés por frio, o estrés hidrico, entre otros tipos de estrés (Arglelles, 2000 &
Sampedro and Uribe, 2004). Sin embargo, en K. lactis sin embargo, encontramos que no
hay un aumento significativo en la cantidad de trehalosa después de un choque
hiperosmatico, tanto en la mutante de KIHogl como en la cepa silvestre. Una manera de
extender las observaciones sobre la importancia del glicerol y de la trehalosa en la
proteccion al estrés hiperosmético seria con la construccién de mutantes en las cuales se
afecte la sintesis y transporte de ambos osmolitos. Por ejemplo, se puede inactivar a la
trehalosa 6-fosfonato sintasa (Tps1) y la trehalasa neutra (Nth1) para el caso de la sintesis
de trehalosa y a la glicerol-3 fosfato deshidrogenasa (Gpd1) que participa en la sintesis de

glicerol (Parrou et al., 1997 & Albertyn et al., 1994).

En este estudio hemos demostrado que KIHogl es capaz de complementar y permitir el
crecimiento de las células en condiciones de estrés hiperosmético en una cepa ASchogl
de S. cerevisiae. Sorprendentemente, KIHogl se fosforild constitutivamente induciendo
letalidad al expresarse en células de S. cerevisiae donde se apaga el sistema de
fosforrelevo. Por otro lado los experimentos de expresion de ScHogl en K. lactis
mostraron que de igual manera esta proteina es capaz de acoplarse y sustituir a KIHog1.
Ademas, ScHog1l no afectd el crecimiento de la cepa AKlypd1AKlhogl. Es decir, ScHogl no
induce letalidad en K. lactis al inactivar el sistema de fosforrelevo. Estos datos dejan claro
gue las proteinas tienen la misma funcién y que son intercambiables, sin embargo no
explican el por qué en K. lactis la eliminacion del sistema de fosforrelevo no ocasiona
letalidad celular. Uno de los aspectos que podrian explicar dicho fenédmeno podria ser la

existencia de algun mecanismo de retroalimentacion negativa sobre la via de respuesta a

57



estrés hiperosmoético en K. lactis. Dicho mecanismo podria ser lo suficientemente eficiente
como para ocasionar la inactivacion de KIHogl aun en condiciones donde el sistema de
fosforrelevo se encuentra inactivo. En diversos estudios realizados en S. cerevisiae se ha
reportado la existencia de una retroalimentacion negativa sobre ScHogl a distintos
niveles. El mas importante es por la acumulacion de glicerol, que permite una
disminucion del estrés hiperosmotico; en este sentido la sintesis de glicerol y el cierre del
canal Fpsl (una proteina encargada de la entrada y salida de glicerol) permiten la
acumulacién del glicerol intracelular lo que regula negativamente la via (Dihazi et al.,
2004). De manera interesante se ha propuesto que la sintesis de glicerol dependiente de
la actividad de Hogl esta mediada por la disponibilidad de glucosa en las células (Sharifian
et al., 2015). Es probable que en K. lactis el principal mecanismo de retroalimentaciéon no
sea la acumulacién de glicerol, ya que la concentracidn de este osmolito en esta especie
no es alta. Otro mecanismo de retroalimentacién negativa descrito en S. cerevisiae se da
por la accién de fosfatasas que actdan sobre los residuos treonina 174 y tirosina 176 de
ScHogl. Se sabe que la fosfatasa Ptcl de la familia de las fosfatasas serina/treonina,
desfosforila el residuo treonina 174 de ScHogl en el citoplasma, y la fosfatasa nuclear
Ptp2 desfosforila a la tirosina 176 (Warmka et al., 2001). En K. lactis, al inactivar el gen
para la fosfatasa KIPtp2, en la mutante AKIsIn1 no se modifica ni el crecimiento de las
células ni la fosforilacion de KIHogl, por lo que no se puede atribuir a esta proteina un
papel importante en el mecanismo de retroalimentacidn negativa. Seria adecuado
estudiar también el papel de la fosfatasa KIPtcl y analizar la posible contribucion de
ambas en la retroalimentacion negativa en K. lactis. Un tercer mecanismo de
retroalimentacion negativo descrito en S. cerevisiae es la fosforilacién de ScHogl
dependiente de elementos que se encuentran rio arriba. Se sabe que ScHogl fosforila
directamente a ScShol en un residuo de serina y a ScSte50 en varios residuos de serina 'y
treonina (Haoet al, 2008). Estas fosforilaciones estan relacionadas con el tiempo que
ScHogl permanece activo (Yamamoto et al., 2010; Macia et al., 2009). Recientemente se
ha descrito la existencia de un bucle de retroalimentacién dependiente de ScHog1 dirigido

principalmente a ScSsk2, aunque también se ha detectado fosforilacion sobre ScSinl y
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ScSskl. La fosforilacion de ScSsk2 por ScHogl sucede principalmente en residuos de serina
de la region N-terminal, que es justo la regidn de interaccidn con ScSskl (Sharifian et al.,
2015). También se sabe que al eliminarse dicha regidon en ScSsk2, se genera letalidad
celular (Tatebayashi et al., 2003). No sabemos hasta este momento, si KISsk2 es blanco de
fosforilacion de KIHogl en K. lactis, ni qué efecto podria tener la eliminacién del extremo
amino terminal en esta proteina, por lo que no podriamos descartar que éste sea un
mecanismo importante de retroalimentacidn negativa en esta especie. Aunque no lo
hemos demostrado, la interpretacién actual es que la inactivacién del sistema de
fosforrelevo en K. lactis no induce la activacién constitutiva de KIHogl y por consiguiente
tampoco induce letalidad, debido a la existencia de un fuerte control de

retroalimentacidn negativa que de alguna manera inactiva a KIHog1 en esta especie.

Por dltimo es importante mencionar que en S. cerevisiae se ha demostrado que existe una
sefializacion basal de la via de HOG que depende de la rama de SLN1, la cual permite una
respuesta mas rapida y eficiente al estrés hiperosmético, aunque se desconoce cdmo es
gue sucede exactamente y como se regula (Macia et al., 2009). Quiza la rama de SLN1, y
en especifico el sistema de fosforrelevo, tengan un papel similar en K. lactis y la
sefializacion basal esté directamente relacionada con el papel regulatorio que el sistema
de fosforrelevo tiene sobre la via de HOG. Nuestros datos indican que a pesar de la alta
conservacion en los componentes y en la arquitectura, la via de respuesta a estrés

hiperosmatico de K. lactis opera bajo diferentes mecanismos de regulacién (Fig. 20C).
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CONDICIONES ISO-OSMOTICAS ESTRES HIPEROSMOTICO AKisin1 o AKlypd1

— @
>

(e
N

Nucleo

Osmoadaptacién Nucleo

A. B. C.

Fig. 20. Sistema de fosforelevo en respuesta a estrés hiperosmdético de K. lactis. A.
Condiciones iso-osmoticas el sistema de fosforrelevo se encuentra activo, Sskl fosforilada
no interacciona con su blanco Ssk2 (MAPKKK's) por lo que la rama de SLN1 se encuentra
apagada, KIHog1 se encuentra inactivo. B. Condiciones de estrés hiperosmético. KIYPd1 se
pierde fosforilacion; el sistema de fosforrelevo esta inactivo. La forma desfosforilada de
KISsk1 interacciona con KISsk2 y entonces KIHogl puede desatar la osmoadaptacion. La
rama de Shol se activa bajo estas condiciones. C. Mutantes AKlsin1 o AKlypd1. Al eliminar
alguno de los componentes del sistema de fosforrelevo en K. lactis no genera letalidad por
sobre activacidon de KIHogl, pesé a que KISskl se encuentra desfosforilada. Las posibles
vias de regulacién de Klogl podrian ser: las proteinas Ptp3 y Ptcl que son fosfatasas que
en S. cerevisiae regulan negativamente a Hogl, KISsk2 y KIPbs2 podrian ser blancos de
fosforilacion de la misma KIHog1 y por ultimo el papel que KISsk2 tiene sobre KIPbs2 no es
claro, quiza este pueda ser otro mecanismo de retroalimentacién sobre KIHog1.
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CONCLUSIONES

- En este estudio demostramos que en la levadura Kluyveromyces lactis, el sistema de
fosforrelevo esta compuesto por KISIn1-KIYpd1-KISskl y que la ausencia de sus
componentes no genera activacion constitutiva de Hogl y, por tanto, las células son

viables.

- El sistema de fosforrelevo de K. lactis participa en la respuesta a estrés hiperosmatico.

- El sistema de fosforrelevo de K. lactis presenta actividad de fosfotransferencia tanto en

condiciones in vitro como in vivo.

- El sistema de fosforrelevo de K. lactis regula negativamente la via de HOG.

- K. lactis produce cantidades limitadas de glicerol y trehalosa en respuesta al estrés

hiperosmatico y una buena proporcidn es independiente de KIHog1.

- La fosfatasa KIPtp2 no participa en la atenuacién de la actividad de Hogl en las mutantes

gue carecen del sistema de fosforrelevo.

- KIHogl es capaz de sustituir de manera eficiente a ScHogl en S. cerevisiae, inclusive

induce letalidad en las cepas de S. cerevisiae carentes del sistema de fosfotransferencia.

- De manera equivalente, ScHogl es capaz de complementar a una cepa de K. lactis

carente de Hogl durante el estrés hiperosmético y no es capaz de inducir letalidad en las

mutantes que carecen del sistema de fosforrelevo.
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PERSPECTIVAS

Como hemos mencionado en la discusion, resulta muy interesante estudiar el papel que
pueda tener una retroalimentaciéon negativa sobre KIHogl que nos aporte informacién
acerca de la viabilidad en las cepas que carecen del sistema de fosforrelevo. En ese

sentido, podriamos estudiar diversos aspectos que enlistamos a continuacion:

- Eliminar la fosfatasas Ptcl y Ptp3 en mutantes AKlypd1 o AKlsin1 y analizar el crecimiento

celular y la fosforilacion de KIHog1.

- Estudiar a KISsk2 mediante ensayos de fosforilacion dependiente de KIHogl y la
elaboracién de construcciones donde se elimine la regidon N-terminal para observar si se

afecta el crecimiento y la fosforilacion de KIHog1.

- Realizar ensayos de fosforilacion dependiente de KIHogl sobre otros posibles blancos

como KISIn1, KIYpd1 y KISsk1.
- Estudiar el papel que pueden tener algunas enzimas involucradas en la sintesis o
acumulacién de glicerol y de trehalosa, tales como la trehalosa 6-fosfato sintasa (Tps1), la

trehalasa neutra (Nth1) y la glicerol-3fosfato deshidrogenasa (Gpd1).

- Eliminar el gen que codifica para el transportador de glicerol KIFps1 y estudiar su papel

en las mutantes que carecen del sistema de fosforrelevo.
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Summary

The Kiuyveromyces lactis SLN1 phosphorelay system
includes the osmosensor histidine kinase Sin1, the
phosphotransfer protein Ypd1 and the response regu-
lator Ssk1. Here we show that K. /actis has a functional
phosphorelay system. In vitro assays, using a heterok
ogous histidine kinase, show that the phosphate group
is accepted by KlYpd1 and transferred to KiSski. Upon
hyperosmotic stress the phosphorelay is inactivated,

KlYpd1 is dephosphorylated in a KiSin1 dependent
manner, and only the version of KiSski that lacks the

phosphate group interacts with the MAPKKK KiSsk2.
Interestingly, inactivation of the KIPtp2 phosphatase in
a AKisin1 mutant did not lead to KiHog1 constitutive
phosphorylation. KiHog! can replace ScHoglp and
activate the hyperosmotic response in Saccharomyces
comvisiae, and when ScSin1 is inactivated, KiHog1
becomes phosphorylated and induces cell lethality. All
these observations indicate that the phosphorelay
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negatively regulates KHogl. Nevertheless, in the
absence of KISin1 or KIYpd1, no constitutive phospho-
rylation is detected and cells are viable, suggesting
that a strong negative feedback that is independent of
KIPtp2 operates in K. lactis. Compared with S. cerevi-
siae, K. lactis has only a moderate accumulation of
glycerol and fails to produce trehalose under hyperos-
motic stress, indicating that regulation of osmolyte
production is different in K. lactis.

Introduction

The HOG pathway from Saccharomyces cerevisiae con-
sists of wo branches (SHO1 and SLN1) that sense
osmotic changes in the environment. The Sho1 branch
contains one scaffold protein localized to the plasma
membrane (Sho1). Shol recruits Pbs2 (Maeda et al,
1995; Reiser et al, 2000), which is also a scaffold protein
with MAPKK activity (Posas and Saito, 1997). Several
other prokeing including Ste11 (MAPKKK), Ste50, Ste20,
Cla4 and Cdc42 are needed to actvale Pbs2 in the
SHO1 branch (Saito and Posas, 2012). The SLN1 branch
consists of a phosphorelay system that is analogous to

bacterial twocomponent systems It is composed of a
hybrid histidine sensor kinase, Sin1, an intermediate phos-

photransfer protein, Ypd1, and two response regulators,
Ssk1 and Skn7. Sin1 is distributed uniformly throughout
the plasma membrane. At its N- terminus, Sh1 has two
transmembrane segments connected by an extracellular
loop (Ostrander and Gomnan, 1999). In isosmotic condi-
tions, the kinase domain of Sin1 is catalytically active. It
appears that the active form of Sin1 is dimeric (Ostrander
and Goman, 19899), which suggests that activation is pro-
moted by trans-autophosphorylaton. The His-P residue of
the kinase domain donates the phosphoryl group b an
aspartale residue located in the C-erminus receiver
domain (Saito and Posas, 2012). The phosphoryl group of
Sin-Asp-P is then transferred to the intlermediate phospho-
transfer protein, Ypd1, which is a cytoplasmic protein that
contains a histidine phosphotransfer domain (Hpt). The
histidine residue located in the Hpt domain is the acceptor
of the phosphoryl group, which in turn is delivered to an
aspartaie residue of the response regulatbor. In the cytosol



and under isosmotic conditions, Ypd1 transfers the phos-
phoryl group to the response regulator Ssk1. Ssk1 phos-
phorylaton by Ypd1 under isosmotic conditions renders
Ssk1 inactive, which indicates that the phosphorelay plays
a negative role in the hyperosmotic response (Posas
el al, 1996). Under hyperosmotic stress, turgor pressure
decreases, inhibiing Sin1 kinase with subsequent dephos-
phorylaton of Ssk1 (Reiser ef al, 2003). Unphosphory-
ated Ssk1 may bind and promote autophosphorylaton of
the redundant MAPKKKs Ssk2 or Ssk2 (Posas and
Saito, 1998; Horie ef al, 2008). These proteins in tum
phosphorylate and activate the scaffold MAPKK Pbs2,
which finally phosphorylates and activates MAPK Hog1.
Phosphorylated Hog1 is imported into the nucleus, where
it requlates transcription and cell cycle progression (Gus-
tin, et al, 1998; Clotet and Posas, 2007; de Nadal and
Posas, 2015). Iso-osmotic condiions keep the SLN1
phogphorelay system active and therefore Hogl remains
unphosphorylated. Permanent inactivation of Sin1 and/or
Ypd1 induces constituive Hog1 phosphorylation and ulti-
mately cell lethality through uncontrolled Hogl activity
(Maeda et al, 1994; Vendrell et al., 2011).

The mechanisms to signal stress conditions in other
yeast species have diverged significantly. For instance,
the fission yeast Schizosaccharomyces pombe has a
phosphorelay system composed of three cytosolic sen-
sor kinases, including Mak1, Mak2 and Mak3, one phos-
photransfer protein, Mpr1, and two response regulators,
Mcs4 and Prr1 (Santos and Shiazaki, 2001). These pro-
teins are connected to Sty1, which plays a role analo-
gous to Hogl. Although a variely of stress conditions
may activale the STY1 pathway (George et al, 2007),
the pathway seems to be dedicated mainly to the adap-
tation to oxidative stress (Degols et al, 1996). In con-
trast to S. cerevisiae, null mutations that eliminate
sensor kinases are viable but result in eardy entry into
the mitotic phase of the cell cycle (Aoyama et al, 2001;
Nakamichi et al., 2002). In addition, mutants of the Mpri
phosphotransfer protein are viable but the cell shows a
stubby phenotype (Aoyama et al., 2000).

Although Candida albicans is more closely related to
S. cerevisiae than S. pombe, the phosphorelay system is
mainly implicated in the detection of oxidatve stress
(Santos and Shiozaki, 2001; Chauhan et al, 2003). C.
albicans contains three different histidine kinases, Sin1,
which is homologous to S. cerevisiae Sin1 (Nagahashi
et al, 1998), Chk1 which is homologous to Mak2 and
Mak3 from S. pombe (Calera and Calderone, 199%a),
and Nik1, which seems 1o be more closely related to the
histidine kinase Nik1 from Newospora crassa, which was
implicated in osmosensing (Alex et al, 1998; Nagahashi
el al., 1998). C. albicans contains one phosphotransfer
protein, Ypd1 (Calera et al, 2000a), and three response
regulators, Ssk1 (Calera and Calderone, 1999b), Skn7
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(Singh et al, 2004), and Sm1 (Desai ef al, 2011). Inacti-
vation of phosphorelay components in C. albicans does
not affect cell viability but significantly reduces virulence
(Yamada-Okabe et al., 1999; Calera el al, 2000b).

Kiuyveromyces lacks contains a similar repertoire of
proteins dedicaled to respond to hyperosmotic stress
(Krants et al, 2006); however, it diverged before the
genome duplicaion that gave rse to Saccharomyces
spacies (Wolle and Shields, 1997), therefore K. lactis dis-
plays lower gene redundancy. MAPKKK Ssk22, which is
not present in the K lactis genome, is a good example of
that lower redundancy (Krants et al.,, 2006). When K. lac-
§s cells are exposed to hyperosmotic stress the KiHog1
is phosphorylaled and accumulated in the nucleus
(Kawasaki ef al, 2008; Velazquez-Zavala et al, 2015).
KIHog1 activation minimally depends on the activity of a
SHO1 branch consisting of the transmembrane protein
KiSho1, the PAK Ste20, the MAPKKK Kiste11 and its
adaptor protein KiSte50, which are comneded to the
MAPKK KiPbs2. KIPbs2 is essential for activation by
phosphorylation of MAPK KiHogl (\elazquez-Zavala
e al, 2015). In additon, genomic analysis has deter-
mined that K. lactis contains a phosphorelay system that
is composed of the histidine kinase sensor KISIn1, the
phosphotransfer protein KiYpd1, and the response regu-
lator KISsk1. This system is presumably connected to the
MAPKK KIPbs2 via the MAPKKK KiSsk2 (Krantz et al,
2006). In this study we describe the participation of the
phosphorelay system in the response of K. lactis cells to
hyperosmotic stress and discuss differences and similar-
ities with the model yeast S. cerevisiae.

Results

Disruption of KISLN1, KIYPD1 or KISSK1 genes
produces viable cells with no sensitivity to high
osmotic skress

In S. cerevisag, inactivation of either the histidine-kinase
Sin1 or the phosphotransfer protein Ypd1 induces cell
lethality (Maeda et al., 1994; Posas el al, 1996). This
lethality is due to constitutive acthation of Hogl, which
generates cell growth arrest and uncontrolled glycerol pro-
duction and promotes cell death that resembles apoplosis.
The high conservation of the phosphorelay proteins in K.
lactis prompted us to gtudy the effects of the mutation of
the proteins involved in this system. We constructed
Kisin1 and Kiypdi disruption mutants in diploid cells by
introducing an URA3 cassette 1o generate the disrupled
alleles. Surprisingly, meiotic segregation of diploid cells
ransfecied with both sin1:URA3 and ypd1::URA3 con-
structs produced four viable spores, wo of which were
URA3" (Supporting Information Fig. 1). Southem biot
analysis showed that meiotic segregants b and ¢ camed
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Fig. 1. Hyperoamotic stiess does not aflect growth of cels lacking
proteins of the K lacis phosphorelay system. Cels of the indcaed
straing were grown overnight & 30°C in Iquid YPD, collected, washed
and dited in fresh medium. Cels were grown unll QDo was 0.4
and spoftied as 10-fd serid diusons onto YPD with or without 05 M
KCI. The plaes were incubated & 30°Cfor 48 h and phatographed

the disrupted allele for KISLNT and meiotic clones a and
¢ carried disrupted KIYPD1. This outcome shows that in
contrast to S. cerevisiag, inactivation of either KiSin1 or
KiYpd1 does not induce cell lethality in K. lactis. In addi-
tion, we tested the AKisin1 and AKlypd1 haploid mutants
by their ability to grow under high osmotic conditions.
While inactvation of the scaffold kinase KIPbs2 resulted
in severe growth deficiency in high salt medium, we found
that AKisin1 and AKlypd1 mutants showed a similar
resistance to 05 M KCl as wild type cells when the
mutants were tested in a spot dilution assay (Fig. 1).
Finally, we disrupted the KISSK1 gene, which encodes
the response regulator in K lactis and found that, similar
b the abowe results, the disruption did not affect growth
in high salt media (Fig. 1). These results indicate that
eimination of both KiSIn1 and KIYpd1 does not affect the
viability of K. lactis haploid cells.

KiHog?1 is not constitutively phosphorylated in the
AKisin1, AKlypdi and AKlsin1AKiptp2 mutanis

It has been shown that Hogip becomes phosphorylated
and constitutively active when the phosphorelay system is
inactvated in S. cerevisiae (Maeda el al, 1994; Posas
el al., 1996), and the lack of Sin1 or Ypd1 is lethal for the
cells. Therefore, we decided to analyze the phosphoryla-
tion status of KiHog1 in the AKisin? and AKlypd1 mutarts.
First, we established the conditions in which KiHog1 could
be phosphorylated by a hyperosmotic treatment. When K.
lactis wild type cells were exposed to increasing KCI con-
centrations for 5 min, KIHog1 became barely phogphoryl-
ated at 0.1 M KCI. Robust phosphorylation was reached
at approximately 0.2 M KCl, and did not seem to vary
much with higher concentrations (Fig. 2 panel A). When
cells were exposed to 0.4 M KCl in a tme course,
KiHog1p phosphorylation reached its maximum within 5
min and then gradually decreased (Fig. 2 panel B).

Then, we tested whether KiHog1 was phosphorylated
in the K. lactis mutants that lacked the phosphorelay
components KISIn1, KIYpd1 and KISsk1. We did not
observe constitutive phosphorylation of KiHog1 in the
AKisin1, AKlypd1 and AKlssk1 mutants under iso-
osmotic conditons (Fig. 3 panel A). Interestingly, KiHog1
phosphorylation was induced in the mutants that lacked
the phosphorelay system after a treatment with high
osmolarity (Fig. 3 panel A). For comparison, we tested
S. cerevisiae Hog1 phosphorylation in a strain carrying
a thermo-sensitive allele of SLNT (sin1+s) (Maeda
el al, 1994). When the cells were incubated in an iso-
osmotic medium at 37°C for 30 min (which inactivated
the sinis), ScHog1 became phosphorylated and this
phosphorylation did not vary when a hyperosmatic treat-
ment was used (Fig. 3 panel B). Taken together, these
observations indicate that in contrast to S cerevisiae,
KiHog1 is not constitutively phosphorylated in K. lactis
cells when KiSin1 or KIYpd1 have been inactivated.

In S. cerevisiae cells, negative feedback of the HOG
signaling system is obtained by Hog1 dephosphorylation
(Martin et al., 2005). The tyrosine phosphatases, Ptp2
and Ptp3, inactivate Hog1 by dephosphorylation of Tyr-
176. Ptp2 is found in the nucleus and exerts a major
feedback on Hog1 actvity (Mattison and Ota, 2000). To
analyse the participation of KIPtp2 in the regulation of
the HOG signalling pathway in K. lactis, we constructed
the single AKiptp2 and the double AKisihiAKiplp2

A
KCIM) & o o o o® o o?ad
P-KiHog1
KiHog1
B
Time(min) o & O & O P
P-KIHog1
KliHog1

Fig. 2. K. lactis Hogip phosphonyiation khelics upon hyperosmatic
stress. Wilkd type celis were grown in YPD medium untll the 0D,
reached 0.4. Celis were washed, suspended in fresh YPD medium
and trealed or not reated with KCI. Cells were ysed, and 20 ug of
prolein extracts were kaded h each line and subpcied to SDS-
PAGE, trmnsferred 10 nylon mambranes, and probed wih ang-pa8
antbody (P-KHog1). Membranes were stripped and m-prabed with
antkHog! antibody. (A) KiHog1 phosphorytaion afler treatment for 5
min wih the indicated KCI concentmtions. (B) KiHog1
phosphorytasion afler treatment with 0.4 M KCI for the indicaled tmes.

© 2017 John Wiley & Sons Lid, Molecular Microbiology, 104, 822-836
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Fig. 3. K. iactis Hogl phosphorytation in mutants lacking components of the Sin1 phosphorelay system. Protein extracts were obtained
from wild type and mutant celis and subjecied 1o wesiem biot as described in the legend of Figure 2. (A) KIHog! phosphonytation in wild
type and in he indcaled mutant straing reated or not treated with 0.4 M KCl for 5 min. AKipbs2 strain was induded as a control of lack of
KiHog1 phosphorylation. (B) Hog! phosphonytation in S. cerevisiae wild type and sin{-ts strains. Cells were incubaled 5 min d 37°C in
YPD or YPD containing 0.4 M KCI and subjecied to Westem blot analysis. (C) K. lactis Hog1 phosphorytasion in mutants lacking the
KiPp2 phosphatase. Cells of the indicated straing were reated or not trealed with 0.4 M KCI for 5 min and subjected to Westem biot
analysis.

mutants as described in the methods section. Both, the
single and double mutants grew nomnally in iso-osmotic
medium (data not shown). Phosphorylated KiHog1 was
detected when the cells were treated with hyperosmotic
stress (Fig. 3 panel C). Interestingly, the level of phos-
phorylation of these mutants was similar to that
observed in the wild type and AKisin1 mutant. Under
iso-osmotic condtions no phosphorylation was detected
in any of the mutants. These results showed that
KiHog1 could not be constitutively phosphorylated in
cells lacking the phosphorelay system, even in the
absence of KIPtp2, which indicales that a strong feed-
back is still present in cells where the KIPtp2 phospha-
tase has been inactivated.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiobgy, 104, 822-836

Strong sensitivity to hyperasmotic stress is obtained
by inactivation of both branches of the K. lactis
HOG pathway

In S. cerevisias, inactivation of either SLN1 or SHO1
branches has no effect on growth under hyperosmotic
conditons, but inactivation of both branches results in
strong sensitivity (Posas and Saito, 1997). Our results
showed that in K. lactis inactivation of the phosphorelay
system alone had no effect on either viability or the
hyperosmotic response. We then evaluated whether inac-
fhvation of both branches in K. lactis had the same effects
as those seen in S cerevisiae. For this purpose, we con-
structed a double mutant, AKisin1 AKishol, and eval
uated its growth in high osmotic medium compared with
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Fig. 4. Hyperoamotic stess induces growth defects n a mutant
strain lBcking both KISLNT and KISHOT genes. (A) Celis of the
indicaled stmins wer grown overnight at 30°C in liquid YPD,
callected, washed and diuted in fresh medium. Cells were grown untl
ODeap was 0.4 and spotied as 10-kdd serid diuons onto YPD with
o without 0.5M KQ. The plates wer ncubaled at 30°C for 48 h and

photographed. (B) K [actis Hog1p phosphorylation in mutant stains
upon hypernsmotic stress. Protein extracts were obtained from wid
type and mutant celis and subjected 10 wesien biot as descrbed in
he legend of Figure 2. Cels of the indicaled stmins wese trealed with
0.4 M KCI for 5 mih and subjected 1o Westem biot analysis.

the single mutants (Fig. 4A). We observed that the dou-
ble AKisin1AKisho1 mutant showed strong sensitivity to
hyperosmotic conditions while the single mutants had
similar growth to the wild type strain. This observation
indicates that K. lactis responds to hyperosmotic stress
by activating both the SIN1 and SHO1 branches and
that KiSin1 is required to generate an appropriate
response to the hyperosmolic stress. In addition, we
determined the effects of high salt concentration on the
KiHog1 phosphorylation in these mutants. We found that
KiHog1 became phosphorylated after 5 min of treatment
with 0.4 M KCI not only in the single mutants but also in
the double AKisin1AKisho? mutant (Fig. 4B), even though
this mutant was highly sensitve to hyperosmotic stress.
This observation agreed with the amount of KIHog1 phos-
phorylation that was detected in the double
AKlste11AKlssk2 mutant (Velazquez-Zavala et al., 2015).

Phosphorylation of KIYpd1 occurs under iso-osmotic
conditions and is dependent on KISIn1

It has been shown that the phosphorelay system works
as a negative regulator of the HOG pathway in
S. cerevisiae. Therelore, the phosphorelay is activated

by iso-osmotic conditions and it is turned off when cells
are exposed to high osmolarty (Maeda ef al., 1994).
The phenotypes observed in the K. lactis AKIsin1 and
AKlypdi mutants might suggest that the phosphorelay
system is working differently in this yeast species com-
pared with the one in S. cerevisiae. To address this
question, we measured the phosphorylation of KIYpd1
under iso-osmotic and hyperosmotic conditions and in
absence and presence of KISIn1. We established an in
vivo metabolic labelling system in the absence and
presence of 0.4 M KCl in AKlypd1 or AKisin1 mutants
that expressed a His(6)-tagged KiYpd1 protein. His(6)-
tagged KlYpd1 protein was purified in nickel columns
as described in he methods section. A gel containing
cell extracts from the different strains that was used as
input of the nickel column is shown in Supporting Infor-
mation Fig. 2. We observed that KIYpd1 was phospho-
rylated in cells growing under normal conditions and
that it became un-phosphorylated when the cells were
treated with high osmotic medium (Fig. 5A). As
expected, phosphorylation of KiYpd1 was dependent
on the presence of KISIn1. These observations indicate
that KISIn1 is catalytically active under iso-osmotic con-
ditions and under these conditions, a phosphate group
may be transferred to KIYpd1. In contrast, when KiISin1
was inactivated by the hyperosmotic shock, KIYpd1
became unphosphorylated. Taken together, the above
observations indicate that the molecular transfer of the
phosphate in the phosphorelay system in K. lactis
seems 1o be working similar to S. cerevisiae.

To understand the activity of the SLN1 phosphorelay
system in K. lactis, we determined if KIYpd1 was able to
accept phosphate groups from a donor prokein and trans-
fer them to KiSsk1. For tis experiment, we expressed
and purified these proteins according to the stralegy
described in the Experimental procedures section. A puri-
ficaton profile of KISsk1 and Klypd1 is shown in Support-
ing Information Fig. 3A and B. First, we tded 1o use a
recombinant cytoplasmic portion of KISIn1 as a donor pro-
tein, but it showed high instability when it was purified
from bacterial extracts (data not shown). Therefore, we
tested whether KIYpd1 could be phosphorylated by a het-
erologous donor. For this approach, we used the purified
hybrid histidine-kinase ArcB from Escherichia coli (Geor-
gellis ef al, 1997). In our assays, we used the ArcB
histidne-kinase H1 transmitter domain (AcB™*') and
the D1 receiver domain (ArcB™'®') which were purified
separately. The H1 domain was able to transfer a phos-
phate group to the receiver D1 domain when they were
incubated with a radiolabeled ATP nucleotide (Alvarez and
Georgellis, 2010). We tested if the D1 domain could
donate the phosphate group to KIYpd1 and if this protein,
in tum, might phosphorylate KISsk1 as depicled in the
scheme shown in Fig. 58. KiYpd1 was phosphorylated

© 2017 John Wiley & Sons Lid, Molecular Microbiology, 104, 822-836
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Fig. 5. In vivo and In vitro phosphonylation assays.
(A) K. lsctis srains were vransiected with
YEpKDGakHis-KYPD1. Transformants were grown
in phosphate-depleted media and pulsed wih
[2Plarhophosphate. Cel aliquots were Yrealed or
not reated with 0.4 M NaCl for 1 min at RT.
KIYpd1-His was purifed wihg a Nickel cdumn and
appiied 1o SDS-PAGE. Pratens were ransiened 1o
nylon membranes and analysed with a phosphor-
imager scanner. The nylon membrane was
subjecied 1o westem biot anglysis using an ant-His
antbody. (B) I vitro phosphatranster assay. AcB
(tragments H1 and D1), KiYpd1, and KiSski or
KiSsk1™ were purified as described in he
mehods section. ArcB (H1) was incubated at RT
for 10 min with [y-*PJATP and then ArcB (D1), His-
KiYpd1 and MakKISsk1 or Mal-Kissk™ were added
in he depicied combinaton. Afler 10mn
incubation at RT, proleins were applied to SDS-
PAGE and the dried gel was analyzed with a

phosphoimager scanner.

'+ 4+
+ 1+ + +

only when incubated with both, the H1 and the D1
domains When the response regulator KISsk1 was added
to the reaction mix, it became phosphorylated only when
KiYpd1 was present, which indicated that the phosphate
group cannot go directly from the D1 domain of ArcB b
KiSskip (Fig. 5B). These observatons indicale that
KIYpd1 is capable of accepting a phosphate group from a
receiver domain and transferring it to KiSsk1. In addition,
we construcled a Kissk1 mutant in which the Asp(444)
residue was replaced by Ala to create KISsk1™. It has
been show that in S. cerevisiae the substtution of the
equivalent Asp(554) residue prevents Ssk1 from being
phosphorylated by Ypd1 (Posas et al, 1996; Horie et al,
2008). We observed that the K. lactis mutant protein was
not phosphorylated in our in witro assay (Fig. 58), which
indicales that the Asp(444) residue is the acceptor of the
phosphate group in K. lactis Ssk1.

The unphosphorylated form of KISsk 1 interacts with the
MAPKKK KiSsk2

Next, we investigated if the K. lacks phosphorelay sys-
tem is connected to the MAPK module as itisin S. cer-
evisiae (Posas and Saito, 1998). For this experiment,
we measured KISsk1 and KISsk2 interaction using the
two-hybrid system in which we fused KiSsk1 b the
LexA binding domain and KISsk2 to the B42 activator
domain. It is worth noting that K. /actis lacks an Ssk22,
which is redundant for Ssk2 in S. cerevisiae. We
observed that the wild type versions of KiSsk1 and
KiSsk2 proteins failed to interact (Fig. 6), as shown by
the lack of blue color from the B-galactosidase reporier.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiobgy, 104, 822-836

However, when we tested the KiSsk1™ mutant, which
cannot be phosphorylated by KIYpdi, there was a very
strong interaction between KiSsk1 and the MAPKKK
KISsk2. Taken together, the above results indicate that,
similar to S. cerevisiag, the K. lactis phosphorelay sys-
tem acts on the HOG pathway when it is inhibiled by
hyperosmotic stress.

@ &
S R "
N f-galactosidase activity
°o°" '&‘ (unitsimg x 103)
KiSsk1  KISsk2 = 24%09

KiSsk104

- - s52087
-— 09107
- - o.s * 0.5

Fig. 6. Physicd interaction determined by the two-hybrid system.
The binding domain comesponds 10 LexA-lused proleins doned
into pEG202 and he activation domain corresponds 1o B42-fused
proteins cloned into pJG4-5. Two-hybrid plasmids were introduced
into strain EGY48, and two independent dones were plated on
SGal piates containing 1 mgimil X-Gal. Photographs were taken
24 h dter incubation & 30°C. Quantiation of f-galactosidase
actvity was determined as descrbed (Ongay-Larics e d, 2000).
The p-galatosidase activity carresponds 1o the avemge vaue o
fhree independent dones.

KISsk1

KISsk194
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Kluyveromyces lactis osmalyte production to cope with
osmolic stress differs from that of S. cerevisiae

Activation of Hog1 in S. cerevisiae cells induces growth
arrest and accumulation of several osmolytes, especially
glycerol, 1o avoid plasmolysis (Saito and Posas, 2012).
Moreover, inactivation of Sin1 causes constitutive activa-
tion of Hog1 and therefore, uncontrolled glycerol produc-
tion (Hohmann, 2002). To detemine whether glycerol
accumulation occurs in K lacks cells following hyperos-
motic stress, we measured glycerol content in wild type
and mutant strains and compared it to glycerol produc-
tion in S. cerevisiae. We found that the glycerol content
in K. lacks wild type cells increased appraximately 5- to
7-fold under hyperosmofic stress, which is in agreement
with previous reports (Cialfi et al., 2011). The glycerol
content under osmotic stress in K. lactis slighty
decreased in the AKihog? mutant and remained unal
tered in the AKisin1 and AKlypd1 mutants (Fig. 7). Fur-
thermore, mutants with an inactivated phosphorelay in
K. lactis did not have sustained production of glycerol
under iso-osmotic conditions, which was consistent with
the lack of Hogl phosphorylaton in these mutants.
AKisin1 and AKlypd? mutants accumulated as much
glycerol as the wild type strain only when they were
treated with a hyperosmotic stimulus (Fig. 7). In con-
trast, S. cerevisiae wild type strain accumulated glyc-
erol appraximately 18- to 20-fold when cells were
treated with a hyperosmotic shock. The S. cerevisiae
hog1 mutant was unable to produce glycerol under
hyperosmotic stress, while the cells carrying the sini-ts

allele accumulated glycerol, under the restrictive tem-
perature, at a similar level compared with the wild type
strain. In this assay, we found that K. lactis wild type
cells accumulated ten times less glycerol than S. cere-
visiae wild type cells (Fig. 7, insert). This result sug-
gests that this amount of glycerol is sufficient to protect
K. lactis cells against the hyperosmotic stress or that
this strain uses alternative osmolytes, in addition to
glycerol, to cope with high csmolarity. It has been pro-
posed that trehalose might act as ocsmolyte in S. cere-
visiae. Previous studies have shown that S. cerevisiae
accumulated approximately 10 times more trehalose
when cells were exposed to hyperosmotic stress
(Hounsa et al., 1998). With this in mind, we determined
whether trehalose could be used as osmoprotectant in
K. lactis cells. For this assay wild type cells were grown
until eady stationary phase and treated with 0.4 M
NaCl for 6 h. In these conditions, we found that K. lac-
tis cells did not accumulate trehalose, instead, a 50%
reduction of trehalose concentration was detected after
the NaCl shock, as compared with untreated cells
(Table 1). The AKlhog? mutant behaved as the wild
type strain, suggesting that KiHog1 does not play a sig-
nificant role in trehalose production in these conditions.
In contrast, in wild type S cerevisiae cells the treha-
lose content increased 15fold upon hyperosmotic
stress. This increment was dependent on Hog1, since
the Ahog1 mutant failed to increase the trehalose con-
tent under hyperosmotic stress.

KiHog1 rescues a ASchog1 mutant from its sensitivity 1
hyperosmotic strass

In & ceravisiae, Hog1 participates in a feedback regula-
tory mechanism to regulate the basal signaling in the
pathway and the fine tuning of the signaling (Macia
el al, 2009; Sharifian et al., 2015). To understand the
basis for the differential outcomes of the inactivation of
the phosphorelay in K lactis, we assessed whether this
result could be attributed to Hogl. Thus, we asked if
KiHog1 could substitute for ScHog1 in the S. cerevisiae

Table 1. Comparison of trehdose production between K. lactis and
S. cereviBie cels. Trehalse concentation is gven h [myg/g dry wt).
Cells were grown as described in he Bperimental procedums
section and treated o not treated wih 0.4 M NaClfor 6 h.

- NaCl
K. lactis wr 054+0.06 022005
tog1 0630.07 028+ 005
S. cerevisiae WT 0200.08 302+ 000
tog1 032+0.06 027008

Numbers are the average value of three-independent experiments
( SD).

© 2017 John Wiley & Sons Lid, Molecular Microbiology, 104, 822-836
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Fig. 8. Eflect of KHog1 expression on the S. cerevisiae hag1 and
sin-ts straing. The strains were transfected with empty pYES2 (-) or
pYES2 contahing eiher KIHOG1T or ScHOG 1. Transformants were
grown overnight in SD medium & 30°C. Cellis were callected
washed and suspended in resh SD medium and dlowed 10 reach
ODio 0.4. Cels were then used for westem blot or plating. (A)
Celis wer washed and transferred to SGal medium for 4 h 1o alow
expression of KIHOGT and ScHOG1. Cultures were treated or not
reated with 0.4 M KCl for 5min. Proein extracts were cbiained
from wild type and mutant celis and subjecied 1o westem biot as
descrided in he legend of Figure 2. An extmct protein aliguot from
he K lactis wild type strain was used as a control. (B) Mid-log
celis were collecied, washed and spatied as 10-fold serial diutions
onto YPD with or without 0.75M KCL. The plates were incubated at
30°C for 48 h and photographed. Sc¢ WT sirain is BY4742. (C)
Celis of he indicaled strains wes washed and transferred 1o SGal
medum for 3 hto allow expression o KIHOGT, followed by
incubation at 37°C for 3 h Cells were lysed and prolein extracts
were obtained and subjecied 1o Weslem blot andlysis as
described. (D) Mid-log celis of strain TM141 or its Bogenic sint-ts
with emply plasmid (dash), pYES-KIHOG1 or with integrated
KIHOG 1 were spotted as 104old serial dluons anto YPD plates.
Plates were incubated at 30°C or 37°C for 48 h and photographed.
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HOG pathway. First, we investigated whether KIHog1
could be phosphorylated in S. cerevisiae when
expressed in the ASchog? mutant. For this test, we
cloned the K lactis gene into the pYES2 vector and
expressed it under the GAL7 promoter. We found that
after 5 min of a hyperosmotic treatment, KiHogl was
phosphorylated in S cerevisiae at a similar level as
ScHogl (Fig. 8 panel A). We observed that expression
of KIHOG1 was able to reverse the sensitivity to hyper-
osmotic stress displayed by the S. cerevisiae Ahog1
mutant to the same level as ScHOGT (Fig. 8 panel B).
We also tested if KIHog1 was phosphorylated in the
absence of stress in S. cerevisiae cells when the phos-
phorelay system was inactivated. For tis experiment,
we expressed KiHog1 in the cells camying the thermo-
sensitive sin-ts allele and monitored phosphorylation at
37°C. We took adwvantage of the differences in MW
between KiHog1 and ScHog1 1o distinguish them in the
same gel. KIHog1 and endogenous ScHogl were both
phosphorylated at the same level when the cells were
shiftied to 37°C (Fig. 8 panel C). When the growth of
these strains was analyzed, we observed that the
sin1-1s strain and the strain camying the plasmid copy of
KIHOG1 were unable to grow at 37°C in YPD medium
due to constitutive activation of endogenous ScHog1
(Fig. 8 panel D). To evaluate the effects of KiHog1 alone
on the growth of the sini-ts strain, we integrated the
KIHOG1 gene into the ScHOGT locus (sin1-
ts(Schog1::KIHOG1)), and placed it under the control of
the ScHOG1 promoter. Under these condifons, we
observed that when the temperature shifted to 37°C,
KiHog1 phosphorylation was induced (Fig. 8 panel C),
and the temperature shift also induced cell lethality in
the sini-ts strain (Fig. 8 panel D). Taken together, these
results indicate that Hogl from K. lactis can replace
ScHogl in terms of its capability to respond to hyperos-
motic stress, and its ability to induce cell lethality when
the phosphorelay is inactivated.

ScHoglp does not induce lethality in K. lactis upon
inactivation of the phosphorelay

We finally asked if ScHog1 would be able to induce cell
lethality in K lacs upon phosphorelay inactivation as it
does in S. cerevisiae. For this experiment, we used the
double mutant AKlypd1AKIhog1. When overexpressed,
both KiHog1 and ScHog1 proteins were able to reverse
the sensitivity to hyperosmotic stress that was displayed
in the cells transformed with the vector alone (Fig. 9). In
the absence of the hyperosmotic stimulus, KiHog1
slightly impaired the growth of the double mutant strain
(which probably occurred due to a KiHogl overdose).
However, ScHogip did not affect the growth of the
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Fig. 9. Efect of ScHog1 expression on K. lactis Ypd1 and Hog! deficient mutant. The AKlypd1AKIhOgT strain was translected with emply
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AKlypdiAKlhog1 strain. These results indicate that
ScHog1 is able to replace KiHog1 when K lactis cells
are under hyperosmotic stress and the substituton does
not induce lethality when the K. lactis phosphorelay is
inactivated.

Discussion

Saccharomyces cerevisiae has been considered a use-
ful yeast model organism for studying the osmostress
response patway. Previous studies have shown that
the SLN1 phosphorelay system plays a negative regula-
tory role for Hog1, and null mutants of SLNT and YPD1
showed constitutive phosphorylation of Hog1 and cell
death due to overactivation of the HOG pathway (Posas
el al., 1996; Hohmann, 2000). K. lactis, which is a close
relative of S. cerevisiae, contains most of the proteins
required for the hyperosmotic stress response, except
the ortholog of redundant MAPKKK Ssk22 (Krantz
& al, 2006). All K. lactis proteins have high structural
similarity to the proteins in S. ceravisiae. This similarity
suggests that K lactis has a similar archilecture and
mechanisms to cope with hyperosmatic stress. We con-
structed deletion mutants of both, KiSin1 and KiIYpd1 in
diploid cells to determine their contribution to the stress
response. To our surprise, we found that haploid null
mutants of either gene were viable and insensitive to
hyperosmotic stress. The observed phenolypes agreed
with the phenotypes of S pombe (Nakamichi et al,
2002) and C. abicans (Yamada-Okabe et al, 1999), for
which, inactivation of the sensor kinase and the phos-
photransfer proteins did not affect cell viability. In addi-
tion, we found that a mutant of the response regulator
KISsk1 was also insensitive to hyperosmotic stress.
When we tested the effects of the elimination of KiSin1
and KiYpdi on KiHog1 phosphorylation, KiHog1
remained unphosphorylated when grown under iso-
osmotic conditions. This would mean that in K. lactis,

the phosphorelay system either does not participate in
the response to hyperosmotic stress or that the K. lactis
phosphorelay pathway acts in a different manner in this
yeast species. The first hypothesis was discarded since
a double AKisin1 AKisho1 mutant was osmosensitive,
which contrasted the observed phenotype of the single
AKisho1 mutant, which was osmoresistant (Velazquez-
Zavala et al, 2015). This indicated that both K. lactis
branches were active and worked in parallel for hyperos-
motic adaptation.

Surprisingly, we observed that in cells where both
KiSIn1 and KISho1 were eliminated, Hog1 was in fact
phosphorylated when the cells were grown in high
osmotic medium. However, this phosphorylation failed to
protect the cells against hyperosmotic stress, which was
contrary to the outcome we expected. These results cor-
relate with the phenotype displayed by a AKlssk2AKiste11
mutant (Velazquez-Zavala et al, 2015) in which KiHog1
was phosphorylated under hyperosmotic stress This
could mean that phosphorylation of KiHog1, under these
conditions, was perormed in a different manner that
made the reaction inefficient for an osmostress response
or that KiHog1 activity has not reached a threshold 1o trig-
ger an osmoresponse. Nevertheless, our results showed
that KiYpd1 and KISsk1 had phosphotransfer activity in
vitro, which indicated that those proteins were functional
and conserved the structural characlerigtics to accept and
trander phosphate groups. Moreover, substitution of the
Asp4d4 residue from the response regulator KiSsk1,
failed to hyperactvate he K. lactis HOG1 pathway as
observed in S. cerevisiae (Hore et al, 2008), although it
did eliminale its capacity to accept phosphate groups
from KIYpd1p. In additon, we found that KIYpd1 could be
phosphorylated in vivo and that this phosphorylation was
dependent on the presence of KiSin1 and could occur
under iso-osmotic condiions which indicated that the
SLN1 system in K. lactis conserved activation properties
similar to S cerevisiae (Maeda el al,, 1994). In this study,
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we also demonstrated that KISsk1 made contact with
KiSsk2 when the Aspd44 residue was substituted, while
the wild type KISsk1 was unable to interact with KISsk2.
This result suggested that the un-phosphorylated form of
KiSskip was the one that was associated with KISsk2.
These data showed that activation properties of the SLN1
system in K. lactis were similar to S. cerevisiae, and, that
the connection between the phosphorelay system and the
MAPK module in K. lactis could be camed out in a similar
manner as in S. cerevisiae.

Interestingly, in contrast to the high glycerol accumula-
tion observed in S. cerevisiae cells upon hyperosmotic
strass, K. lactis cells treated with high salt accumulated
10 times less glycerol. Moreover, while elimination of
thermosensitive Sin1 activity by a temperature shift
induces constitutive glycerol accumulation in S. cerevi-
siae, even under iso-osmotic condions, K. lactis cells
devoid of phosphorelay proteins failed 1o increase the
glycerol concentration. Finally, glycerol production
decreased appraximately ten times in the S. cerevisiae
Ahog1 mutant under hyperosmotic treatment, while it
decreased just to half in the K. lactis Ahog? mutant.
Although hyperosmotic stress increased glycerol produc-
tion in K. lactis cells, its level was significantly lower
compared with S cerevisiae, which suggests that this
amount of glycerol is sufficient to exert osmatic protec-
tion, or that other compatible solutes are used by this
yeast species. In S. cerevisiae the activity of the
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (Gpd1) is required
to provide osmostress resistance (Albertyn et al., 1994),
therefore inactivation of the ortholog protein in K. lactis
will be a useful approach to determine if this amount of
glycerol is serving as osmoprotectant in this yeast spe-
cies. It has been demonstrated that trehalose plays a
role in protecting yeast cells from different stress insults
(Arglielles, 2000; Sampedro and Uribe, 2004). For this
reason, we determined production of trehalose in K. lac-
tis cells grown under hyperosmotic stress. We found
that trehalose did not accumulate in K lactis, which is in
contrast with the accumulation observed in S. ceravisiae
(Parrou et al,, 1997). This observation could mean that
this osmolyle is not used as osmoprotectant in K. lactis
or that the conditions used in this study did not allow
trehalose accumulation. An important observation is that
hyperosmofic stress induces recycling of trehalose due
to increased synthesis by the trehalose 6-phophate syn-
thase (Tps1) and increased degradation by the neutral
trehalase (Nth1) (Parou et &., 1997). Therefore, It will
be interesting to construct mutants that inactivate these
enzymes in K lactis to determine their contribution to
the hyperosmotic response.

It is important to mention that KiHog1 conserves struc-
tural similarities with SaHog1. In fact, as we have shown
here, it can fully complement the lack of Hogl in &
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ceravisiae and allow for growth of Ahog1 cells in high
osmotic medium. In addition, KIHog1 was phosphorylated
constituively and induced letality when expressed in S.
cerevisiae cells devoid of phosphotransfer activity. In the
same manner, ScHog1 can substitule for KiHog1 and
does not induce lethality in K lactis lacking the phosphor-
elay system. All these obsenations suggest that Hog1 of
either species could induce negative feedback effidenty
in K. lactis, which would allow the cells b survive, even if
they lack an active phosphorelay (Sharifian et al, 2015).
However, in S. cerevisiae KIHog1, as well as ScHog1, is
not capable of establishing this negative feedback and
would be constitutively active in sini” cels. Several mech-
anisms participate in the negative feedback that attenu-
ates Hog1 activity (Saito and Posas, 2012). Among these,
activity of Hog1 phosphatases contribute o downregulate
the hyperosmotic transduction system. The nuclear phos-
phatase P2 is responsible for Hog1 dephosphorylation
in the nucleus (Mattison and Ota, 2000). Accordingly, we
deleted the gene that encodes the Pip2 phosphatase in
K lactis and we found that KIHog1 was not phosphoryl-
ated in cells grown in iso-osmotic conditions, surprisingly,
this was true even in cells where the phosphotransier sys-
tems had also been inactivated (AKIsin1AKiptp2 mutant).
The KIPp2 inactivation in the AKisin? mutant did not
affect growth on iso-osmotic conditions. These observa-
tions suggest that KIPtp2 does not participate in the nega-
tive feedback or that it has a marginal contribution in this
mechanism. It would be important to investigate which
negative feedback mechanisms are present in K. lacks
and what will be their contribution to the regulation of the
hyperosmotic response pathway.

In this study, we showed that the phosphorelay system
composed of KISIn1-KIYpd1-KiSsk1 had phosphotransfer
activity both in vitro and in vivo, that was active under nor-
mal osmotic conditions and that was tumed off under
hyperosmotic stress. These observations indicate that this
sysiem negatively regulates KiHogip. However, te
absence of the transfer of phosphate in the AKlsin? and
AKlypd1 mutants did not induce constitutive activation of
KiHog1p. Furthermore, phosphorylaton of KiHog1 was
not observed in the AKisin1 mutant even when the KIPtp2
phosphatase was inactivated. In S cerevisiag, inactivation
of Sin1 leads to constitutive Hog1 phosphorylation and to
cell lethality due to hyperactivation of the HOG pathway.
In this condition, the activity of Pip2 phosphatase, which
dephosphorylates Hog1, seems 1 be insufficient to
attenuate Hog1 activity. In contrast, in K. lac¥s our results
indicate that a strong feedback mechanism, independent
of Ptp2 is operating and will inactivate Hog1 in a mutant
lacking KiSin1. Our data suggest that the atienuation of
the KiHog1 activity could take place in the cytoplasm and
might be carried out by either KIPtp3 or by the type 2C
Ser/Thr phosphatases In resting conditions, inactivation
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of the phosphorelay system would not be sufficient to
overtake the negative feedback imposed by these phos-
phatases, and under hyperosmotic shock the activation of

KiHog1 would trigger a canonical osmo-response. Our
data indicate that despite the high conservation in compo-
nents and architecture, the high osmolarity patway in K.
lactis operates under different mechanisms

Experimental procedures
Strains and media

The K. lactis strains used in this study were MD2/1 (MATa,
argA lysA wa3), 128 (MATa, lysA, argA ura3) and 155
(Matz, ade2, his3, uraA), which have all been described in
a previous study (Savindn-Tejeda et al., 2001). K lacts dip-
loids were obtained by crossing strains MD2/1 and 155.
The S. cerevisiae strains were BYAT42 (MATx, his3, leu2,
lys2, wa3), and its isogenic Ahog! mutant (MATz his3,
leu2, lys2, ura3, hog1:G418. The TM141 (Mata, wa3
leu2 trp1 his3) and sin1® (Mata, ura3, leu2 trp1 his3, sin1™)
strains were described in (Maeda et al., 1994; Posas et al,,
1996). The EGY48 (MATa his3 trp! ura3 leu2:pleu-Lex-
Aopé) strain (Golemis et al., 1997) was used for the two
hybrid assays. E. coli strain DH5a was used to propagate
plasmids. BL21 (New England Biolabs) was used b
express and purify KISsk1p and M15 22291 (Qiagen) was
used for KIYpd 1p expression and purification. YPD medium
consisted of 1% yeast exract 2% Bacto-peptone and 2%
Glucose. YPGal medium was the same as YPD except that
it contained galactose instead of glucose. YPGal-Pi is a
phosphate depleted medium and was prepared as previ-
ously described (Wamer, 1991). SD minimal medium con-
sisted of a 0.67% yeast nitrogen base without amino adds
(Difco) and 2% glucose. SGal was the same as SD except
for the substitution of glucose with galactose. For plasmid
selection SD and SGal were supplemented with the
required amino acids and nitrogen bases (50 pg/mi). 1 mg/
mil 5-fluoroorotic acid (FOA) was added to YPD for negative
selection of the URA3 marker. Sporulaion medium con-
sisted of 5% Malt extract (Difco) and 3% agar. Media were
supplemented with KCI at different concentrations for asmo-
sensitivity assays. LB medium supplemented with ampicillin
(100 pg/mi) was used to propagate recombinant bacteria.

Gene constructs and mutagenesis

A fragment of KISLN1 was amplified by PCR from genomic
DNA employing the forward primer SintF +2321 AGTC-
GAATCCGAAACG +2306 and the backward primer Sin1R
+3570 GGAAACCATCCATTCC +3585, which generated a
1083-base pair product. The product was subcloned into
pGEM-T Easy (Promega) to yield pGEM-SLN1. A 1037-bp
EcoRl-EcoRl fragment was obtained from pGEM-SLN1 and
subcloned into Yip352 (Savindn-Tejeda et al., 2001), which
was opened at the EcoRl site. This construct was digested
with Bgll, which cuts twice into SLN1. The resulting mole-
cule was integrated into the KISLNT locus in diploid cells
and yielded a 600 bp deletion.

KIYPD1 was amplified from genomic DNA using primers
YpdiF —231 TTGTATRTACACCCGGGTTTCTTTIGT -257
and YpdiR +529 CAGCACAGATCCCGGGTCAATATA +552,
which contained Smal restriction sites (underfined). The 809-
bpr product was cloned into pGEM-T Easy. The resuling
pGEM-YPD1 plasmid was digested with Smal and ligated nto
Yip352, which was opened at the Smal ste. Yip352-YPD1
was digested with EcoRl and employed for transformation of
dipbd celk. This step produced a 243 bp delefion in KIYPD1.

KISSK1 was amplified by PCR using the primers SSK1F
~47 TGTTGAATTCTTGCAGAA —65 and SSK1IR +2079
AAGATGTTGAATTCGTGATG +2060. Both primers con-
tained an EcoRl restriction site (undedined). The PCR
product was subdoned into the pGEM-T Easy vector and
sequenced in full. A 2131-bp fragment obtained by EcoRI-
EcoRl digestion was subcloned into Yip352 digested with
the same enzymes. The resulting construct was opened at
the Clal site and used for transformation.

To construct the unphosphorylated form of KISSK1
(KISSK1%) we designed the mutagenic primer SSK1MF
+1318 CTTATCCTIATGGCTTTGCAATTGCCC +1344, and
its reverse complement SSKIMR, which had A instead of C
at position +1331 (underlined) and produced alanine instead
of the aspartate at positon 444 of Sskip. We used the
mutagenic primers along with SSK1R and SSK1F, respec
tively, in separated PCR reactions. Amplified products were
mixed fogether for a second PCR reaction using SSK1F and
SSK1R primers. The final PCR product was ligated into the
pGEM-T Easy vector and sequenced in full.

Both wild type and mutated KISSK1 were obtained from
a pGEM-T Easy plasmid and subcloned into YEpKDGal for
K. lactis expression. For the two hybrid assays, we sepa-
rately subcloned the genes encoding KISSK1 and
KISSK1°* into pJG4-5. This cloning was achieved by PCR
mediated amplification using primers Ssk1DHF -12
TAACGCGAATTCATGCAAGAA +9 and Ssk1DHR +1920
CCATGGCTCGAGTCACGG +1900, which introduced
EcoRl and Xhol siles to the construct respectively (under-
lined). The PCR produdts were ligated back into the pGEM-
T Easy plasmid. Both KISSK1 genes were obined as
EcoRl and Xhol fragments and subcloned into pJG4-5,
which was openad at the same sites. This fused both forms
of KiSsk1 with the B42 actiation domain. KISSK2 was
amplified from genomic DNA using primers Ssk2DHF —12
TCGTTCCCGGGCATGTCGCAA +9 and Ssk2DHR +4662
TTATGTCGCGGCCGCCTAGTTATG +4639, which intro-
duced Smal and Nofl sites respectively (underiined). The
PCR product was ligated into pGEM-T Easy. KISSK2 was
obtained with Smal and Noi restriction enzymes and
ligated into pEG202, which was opened with the same
enzymes. This fused KISsk2 with the LexA binding domain.
The construct pJG4-5-CTS1 (Ongay-Larios et al, 2000)
was used as a negative interaction control.

KIYPD1 was subdoned info E coli expression vector
pQE30 (Qiagen) by amplifying it from the pGEM-T Easy
clone. For this step, we used primers YPD1A —16 AAAAG-
CACAAGAGCTCATGTCCCAAACA +12 and YPD1B +445
AGAGAAAAGCTTGCCTG +429 which contained Sacl and
Hindlll restricion sites respectively (underlined). The PCR
product was cloned back into the pGEM-T Easy vector and
sequenced in full. This construt was digested with Sacl
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and Hindlll and subcloned into pQE30, which was openad
with the same enzymes The product was a KlYpd-His(6)
tagged protein. The KlYpd-His(6) encoding gene was
obtained from the pQE30 plasmid as a Xhot-Hindll frag-
ment and was subcloned into YEpKDGal opened at the
EcoRl site (filled in) for expression in K. lactis.

The plasmids pMAL-KISSK1 and pMAL-KISSK1™ were
congtructed by PCR using the pGEM-T Easy clones as
templates. Primers SSK1mA —1138 GGATCCGATAAG-
CAAGGCAA —1158 and SSK1mB +1943 AAATATTCTT
GCGGCCGCAAGCTTCTGATGACCAT +1908 introduced
the BamHl and Hindll sites, respectively (underlined),
which were used in a standard PCR reaction. The PCR
products were cloned into a pGEM-T Easy vector and
sequenced. BamHIHindlll fragments were obtained from
these plasmids and subcloned into pMAL (which was
opened with the same enzymes) (New England BioLabs).

KIHOG1 was obtined from a pGEM-T Easy clone
(Kawasaki et al, 2008) as an EcoRl and Xhol fragment,
and it was ligated into pYES2 opened with the same
enzymes. ScHOG1 was obtained from a pGEM-ScHOG1
clone as a Hidlll-Xbal fragment and subcloned into
pPYES2 opened at the same restriction sites. This step
placed both HOG1 genes under the control of the GALT
promoter for S cerevisiae expression. KIHOG1 and
ScHOG1 were obtained from the pYES2 clones as Hirdlll-
Xha and Hindlll-Xbal fragments respectively These frag-
ments were filled with Klenow and were ligated into
YEpKDGal opened at EcoRl site (filled in) for expression in
K. lactis

The ptp2-donNAT construct was obtained by PCR
employing the following hybrid primers: PTP2-Nat-F: fggteg
ctatactgetgtcgTTCAATCACCAAATAAAAGAAC that contains
20 nucleotides complementary to the clonNAT promoter
(lowercase) and 22 nucleotides complementary to the
KIPTP2 gens, coordinates +2189 b +2210 (uppercase);
PTP2-Nat-R: aagctaaacagatctggegCACCTTCGATTAAGCT-
GATC that confains 19 nucleotides complementary fo the
clonNAT terminator (lowercase) and 20 nucleotides comple-
mentary to the KIPTP2 gene, coordinates +622 to +603
(uppercase). These primers were used to amplify the full
clonNAT cassette induding its promoter using the pAG25
plasmid (obtained from Dr. Francisco Torres) as template.
Extension of PTP2 recombinant ends was performed by
PCR using the donNAT PCR product and primers: PTP2-F,
+1 ATGAGAATGCAAATGAGTATG +21, and PTP2-R
+2712 TTATATGTGCTCCTTCAAATA +2691, using geno-
mic DNA as template. The PTP2-donNAT final product con-
tained the clonNAT cassette flanked by 622 bp and 523 bp
recombinant PTP2 ends.

Gene dsruplions and gene integrations

KISIN1, KIYPD1 and KISSK1 gene disruptions were
achieved by homologous recombination using the YIp352
clones. Disruption of KISLNT and KIYPD1 genas were per-
formed in K lactis diploid cells by introducing the
sin1:URA3 and ypd1::URA3 cassettes, respectively, and
selacting for URA3" transformants. Disrupion of KIPTP2
was performed in wild type and diploid sin?:URAZ/SLN1
strains introducing the pp2::donNAT cassette and selecting
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for clonNAT resistant tfransformants. Diploids were sporu-
lated by incubation in sporulation medium for 24 to 48 h.
Tetrad dissection was achieved by micromanipulation using
standard protocols (Sherman et al, 1986). Spores were
germinated in YPD and tested for the URA3 marker
(AKisin1, AKlypd1, AKiptp2) and URA3+ clonNAT resist-
ance (AKisin1 AKiptp2).

The KISSK1 disrupfion was obtained by introducing the
Yip352-KISSK1 plasmid (opened at the Cld ste) into the
haploid MD2/1 strain and selecting for URA3" transformants.

Both AKisholAKisin1 and AKlypdiAKihog! double
mutants were obtained by introducing the sin1::URA3 or
hog 1::URA3 cassettes, by homologous recombination, into
the 5-FOA resgtant mutants AKisho! and AKhog! respec
fively. All gens disrupfions were confrmed by standard
Southern blot hybridization. Disruption of the genes
KIHOG1, KIPBS2 and KISHO1 has been previously
described (Kawasaki et al., 2008; Velazquez-Zavala et al.,
2015).

The ASchog! mutant was obtained from the Yeast
Knockout Collection. The integrafion of the KIHOG1 gene
was accomplished through homologous recombination by
selecting for the hygromycin resistance cassefte.

KlYpd1p and KISsk 1p purificaion

The E. coli M15 strain was transformed with the pQE30-
KIYPD1 construct. A purified clone was then grown over-
night in 100ml LB plus ampicilin medium at 37°C. When
ODgy reached 0.6, isopropyl-f-o-thiogalactoside (IPTG)
was added Do a final concentration of 1mM, and the culture
was shaken for 4 h at 37°C. The cells were harvested and
resuspended in 8 ml of buffer A containing 19 NP40,
500 mM NaCl, 40 mM Tris-HCI, 5 mM imidazole. Bacteria
were lysed by sonication, and the suspensions were centri-
fuged at 5000 pm for 15 min a 4°C. Then, 1ml of the
supematant was applied to a nickel resin (Novagen) that
was previously washed, loaded and balanced with buffer A.
KIYPD1-His purification was performed following the
instructions of the Novagen His Bind purification kit.
KlYpdip-His was eluted with buffer A, which contained
100 mM imidazole.

The E coli BL21 strain was transformed separately with
pMAL-KISSK1 and pMAL-KISSK1™ constructs. The celis
were grown in 250 mi of LB plus ampicillin at 37°C. When
the ODgy, reached 0.5, IPTG was added to a final concen-
tration of 0.3 mM, and the cultures were incubated for addi-
fonal 12 h at 15C with shaking. The cells were
concentrated by centrifugation at 5000 pm for 15 min at
4°C, and the supematant was remowed. Bacteria were
resuspended in 20 mi of buffer B (20 mM Tris-HCI, 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA pH 7.5). The cells were lysed by sonica-
fion and the lysates were centrifuged at 5000 rpm for 15
min at 4°C. The supernatant (3 mi) was applied to the amy-
lose resin. Mal-KISsk1 and MalKISsk1™ were purified
according the New England Amylose Resin protocol.

Osmolic stress assays

The strains to be tested were grown ovemight at 30°C on
SD supplemented with the required amino acids. The cells
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were washed and suspended in YPD or YPGal (for strains
camrying plasmids) at ODgy 0.1 and were grown until
ODexo 0.5. Serial diluions were spotted on YPD or YPGal
plates containing 0.5 or 0.75 M KCI and incubated at 30°C
for 48 h.

Protain interackons

Assays of physical interactions were perfformed with a
LexA-B42 twohybrid system, as described previously
(Ongay-Larios et al., 2000). Strain EGY48 was transfected
with two-hybrid plasmids and grown on an SD plate for
48 h at 30°C. Selected dones were streaked on SGal
medium containing 1 mg/ml XGal (5-bromo-4-chloro-3-indo-
lyl-f-o-galactopyranoside; pH 7.0) and incubated for 24 h at
30°C. The protein interacions were determined by the abil-
ity of hybrid prowins to induce blue colonies through
expression of a LACZ reporfer. Quantification of B-
galactosidase activity was done as described previously
(Ongay-Larios et al., 2000).

Phosphorylation assays and immunoblotting

The amounts of fotal and phosphorylated KiHog1p were
detected in exponentially growing cells that were treated or
not treated with different concentrations of KCI for different
periods of ime. The cells were then treated with 85% tri-
chioroacefic acid (TCA). The cells were concentrated by
centrifugation, and the supernatant was remowed. The
yeasts were lysed with SB-DTT buffer, as described previ-
ously (Veldzquez-Zavala et al, 2015). When needed, pro-
fein concentration was determined by the Bradford assay.
The proteins were separated by SDS-PAGE and transferred
o an Immobilon-Polyvinylidene difluoride membrane (Milii-
pore). The total and dually phosphorylated KiHoglp were
detected with an anti-Hoglp anfibody (yC-20 Santa Cruz
Biotechnology) and with a monoclonal antiphospho-p38
antibody (Cell Signaling Technology) respectively as previ-
ously described (Velazquez-Zawala et al, 2015). KiYpdi-
His protein was detected with a conjugated anti-His6-
Peroxidase antibody (Roche). All Westerns were repeated
three times and representative blots are shown in figures.
Total Hog1 was used as loading control.

In vitro phosphotransfer assay

Escherichia coli ArcB™%*' (H1) and ArcB%'4%' (D1)
domains were purified as described previously (Aharez and
Georgellis, 2010). KiYpd1-His, MalKiSsk1 and Mal-
KISsk1™ were expressed and purified as described above.
ArcB™%*' (H1) protein was incubated with 0.05 mM
K-2PJATP (specific activity 2 Cimmol) in phosphorylation
buffer (165 mM HEPES, 250 mM KCI, 25 mM MgCl,, 5 mM
DTT, 50% glycerol, pH 7.5) at room temperature, and after
10 min ArcB"®' (D1), HsKIYpd1 and MalKiSsk1 or
Mal-KISsk1™ were added to the reaction. Phosphotransfer
reactions were carried out at RT for 10 min. The reactions
were stopped by the addition of loading buffer (10% SDS,
02 M Tis pH 7.5 10% glycero, 0.14 M B-
Mercaptosthanol, 0.04 mM of bromophenal blue). The

samples were subjected to SDS-PAGE, and the dried gels
were analyzed with a phogpho-imager scanner.

In vivo phosphotransfer assay

The K lactis AKisin1 and AKlypd1 strains were fransfected
with YEpKDGal-HIS-KIYPD1 or empty YEpKDGalHis plas-
mids. Transfected cells were grown in liquid YPGal-Pi
(phosphate-depleted selective) medium unti ODex 06.
The cells were centrifuged and resuspended in 1 ml of
YPGal-Pi. In vivo KiYpdip labeling with [*?Plorthophos-
phate and osmotic shock were conducted as previoudy
described (Posas et al., 1996). The cells were treated with
85% TCA, centrifuged briefly and the supernatant was
removed by asgpiration. The cells were sugpended in lysis
buffer (250 mM Tris pH 6.8, 0.5 M DTT, 10% SDS, 20%
glycerol, 0.5% bromophenal blue) and lysed with 0.5-mm
glass beads with 3 min of vigorous vortexing. The extracts
were centrifuged for 1min and the supernatant was trans-
ferred o a dean tube and incubated at 95°C for 5 min.
Purified His-KIYpd1 protein using a Nickel column was
applied to 15% SDS-polyacrylamide gel electrophoress
and transferred to nylon membranes. The membranes were
rinsed with water, dried and analyzed with a phospho-
imager scanner. In addition, His-Ypd1 was detected by
Westem blot using an anti-His anfibody (Santa Cruz Bio-
technology) according to the manufacturer's directions.

Glycerol and trehalose quantification

Intracellular glycerol was determined enzymatically as
described previously (Bergmeyer, 1984). The cells were
grown to ODex of 0.5 in YPD at 30°C, washed and sus-
pended in fresh YPD. All cell cultures were treated or not
treated for with 0.4 M KCI for 6 h at 30°C, except for one
aliquot of strain gnts which was incubated at 37°C. The
cells were concentrated by centrifugation and washed with
water. The cells were resuspended in 1 ml of water, boiled
for 15 min and centrifuged at 14000 pm for 2min. Aliquots
of supamatant were mixed with 137 mM Glycine, 686 mM
Hydrazine, 1.37 mM MgCl, 1.23 mM ATF, 0.49 mM NAD",
and 2-15 pM of glycerol and 17 KU/l Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase and the ODsy, was determined (A,). After
addion of 0.85 kU/ glycerol kinase, a second reading was
obtained (A2). The subtraction between Az and Ay was
used o calaulate the glycerol concentration according to
the formula C =[ViedVJAA mmolA, were Vis the final reac-
tion volume; ¢ is the NADH Molar Extinction Coeffident at
340 nm; d, is the distance across the beam (cm) and v, is
the sample volume.

Trehalose accumulation was determined according to the
protocol described previously (Hounsa et al., 1998), except
that cells were grown and treated with NaCl as described
for the glycerol determination. Trehalase, glucose oxidase
and radish peroxidase were obtained from SIGMA.
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