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Introduccion

Todos los organismos vivos crecen y se desarrollan de manera dptima bajo ciertas
condiciones ambientales; sin embargo, dichas condiciones -como la temperatura, la
humedad y la salinidad, entre otras- varian en el espacio y el tiempo, alejandose muchas
veces de las condiciones dptimas para el crecimiento y reproduccién de los organismos.
El medio ambiente es un factor determinante en el desarrolllo y evolucién de los
organismos, ya que induce la seleccion de mecanismos y estrategias que les permiten
censar, responder, sobrevivir y adaptarse a las condiciones cambiantes del mismo.
Algunas de estas estrategias los llevan a modificar su metabolismo, regular su velocidad
de crecimiento o modificar sus programas de diferenciacion para poder sobrevivir en

condiciones adversas. (8)

La disponibilidad del agua es uno de los factores medioambientales que varia en
el espacio y en el tiempo de forma regular en la naturaleza, creando muchas veces
condiciones adversas para el desarrollo 6ptimo de los organismos. Esta disponibilidad
de agua puede estudiarse mediante el concepto de la actividad hidrica. La actividad
hidrica se define como el potencial quimico del agua en la solucién y nos permite
determinar la cantidad de agua necesaria para el crecimiento de un microorganismo.
Se calcula dividiendo la presion de vapor del agua de la solucion entre la presion de

vapor del agua pura a la misma temperatura.

En el ambiente natural, la actividad hidrica puede variar rdpidamente dentro un
amplio intervalo de valores, resultado tanto de influencias externas, como de la
actividad propia de los organismos al modificar su sustrato. Para poder mantener una
volumen celular apropiado, asi como una disponibilidad de agua favorable para las
reacciones bioquimicas, la actividad hidrica del citosol y de los organelos de los
organismos tiene que ser menor que la del medio circundante, de esta forma se logra
mantener la presién osmética necesaria para que el agua se mueva hacia el interior de la
célula siguiendo su gradiente de concentracion. Esta fuerza es regulada por la turgencia,
la cual esta establecida por la capacidad de expansion de la membrana lipidica y/o de la

pared celular.



La habilidad de sobrevivir a cambios bruscos en la actividad hidrica debe ser una
propiedad intrinseca de los organismos, lo que significa que éstos fueron capaces de
adquirir mecanismos de supervivencia apropiados para este tipo de eventos. Estos
mecanismos necesitan ser muy responsivos y operar dentro de los primeros segundos
del cambio osmotico, porque la pérdida pasiva de agua puede llegar a ocurrir muy

rapidamente (1, 4, 5).

La disminucion de la actividad hidrica en el exterior provoca que el agua salga de
la célula por difusion pasiva, de modo que la concentracion de biomoléculas e iones
dentro de ésta aumenta, resultando eventualmente en un arresto de la actividad celular.
Bajo estas condiciones la célula sufre de una alta osmolaridad o un estrés
hiperosmético. El caso contrario, en el cual la actividad hidrica en el exterior aumenta,
el agua del exterior comienza a entrar en la célula siguiendo el mismo principio de
difusién, hinchando a la célula y aumentando la turgencia. Bajo ciertos limites, la
membrana lipidica y/o la pared celular son capaces de evitar el rompimiento de la célula

en estos eventos de estrés hioposmotico (24).

La actividad hidrica en el citosol de las células puede cambiar por una variacién
en la cantidad de agua en el ambiente circundante y también debido a la presencia de
substancias que son capaces de cruzar la membrana libremente. La mds importante de
ellas es el etanol, un producto de la fermentacion del azicar que se lleva a acabo en un
numero considerable de organismos. El etanol causa estrés hidrico porque afecta la
hidratacién de las biomoléculas (22, 23). La sal (NaCl) también estimula un estrés
osmoético similar al de los azucares o alcoholes en altas concentraciones (6). Sin
embargo, el ion sodio es toxico porque reemplaza al ion potasio en las biomoléculas

(22, 23).

Las levaduras como modelo de estudio

Las levaduras son hongos unicelulares, eucariontas que viven como saprofitos en
materiales vegetales o animales, donde catabolizan preferencialmente azicares, aunque
también son capaces de utilizar alcoholes, dcidos orgdnicos, aminodcidos y polioles

como fuente de carbono y energia (25).



Las levaduras son organismos ideales para estudios de gendmica comparativa en
eucariontes debido a que sus genomas son pequefios y compactos, ademds incluyen un
numero de especies considerable que se han utilizado extensivamente en estudios
genéticos previamente. La divergencia entre especies de este grupo es
considerablemente antigua (se estima en unos 300 millones de afios) y la organizacién
de los genomas entre las distintas especies es considerablemente diferente. La mayoria
de las especies de levaduras se encuentra en la familia de los hemiascomicetos, un
grupo de los ascomicetos cuya diversidad ha sido estudiada constantemente. Se han
secuanciado mds de veinte genomas completos de algunos integrantes de este grupo por
diversas razones: para su comparacion basados en su posicion filogenética, por su
cardcter de patégenos humanos o por su interés a nivel industrial. Entre ellos se
encuentran Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata, Kluyveromyces lactis,

Debaryomyces hansenii 'y Yarrowia lipolytica, por mencionar algunos.

Kluyveromyces lactis es una levadura que tiene la habilidad para asimilar la
lactosa y convertirla en 4cido lactico y es una especie predominantemente haploide. Su
habitat natural es diverso, pero varias cepas se aislaron originalmente de productos
derivados de la leche. Al dia de hoy se han identificado dos variedades de esta levadura:
K. lactis var. lactis y K. lactis var. drosophilarum, la primera es capaz de asimilar

lactosa mientras que la dltima no lo es.

K. lactis es una levadura que es importante desde un punto de vista cientifico y
tecnoldgico; es un ascomiceto gemante, que se ha vuelto una alternativa atractiva como
modelo en levaduras debido a que algunas de sus propiedades fisiologicas y metabdlicas
son diferentes a las de S. cerivisiae. Es una levadura aerdbica, capaz de respirar y
fermentar; es negativa para el efecto “Crabtree” y es capaz de asimilar una gran
variedad de fuentes de carbono. La biogénesis de su sistema respiratorio no es sensible a
la represion por glucosa. Su capacidad para crecer a altas densidades y para secretar
proteinas heter6logas de una manera eficiente ha impulsado su estudio por su utilizacion
en la industria. Este y otros organismos se cultivan en fermentadores para producir
quimosina a escala comercial, cuajo que reemplaza al convencional obtenido de
animales sacrificados y que se utiliza ampliamente en la produccion de queso. Ademas,

también se utiliza en la producciéon de la B-galactosidasa a nivel industrial para la

3



produccion de leche deslactosada.

K. lactis generalmente se cultiva en medio para levadura convencional, a una
temperatura optima de 28°C, aunque también crece muy bien a 30°C. Su ciclo de vida es
esencialmente similar al de S. cerevisiae, con la excepcién de que sus diploides no son
estables y esporulan rdpidamente. Es posible estudiar la genética de este organismo con
técnicas convencionales como el entrecruzamiento junto con el anélisis de tétradas, el
knock out de genes, la transformacién integrativa y replicativa, entre otras. Cuenta con
seis cromosomas que varian en tamafo entre una y tres megabases. El genoma es de
10.6 Mb con aproximadamente 5300 genes. Su ADN mitocondrial es una molécula
circular con una longitud de aproximadamente 40 kb. Algunas cepas contienen un par
de plasmidos lineales de ADN citoplasmatico, pGKL1 y pGKL, mientras que otras
poseen un plasmido tipo 2u, el pKD1.

Estas caracteristicas hacen de las levaduras un buen modelo para el estudio de la
adaptacion al estrés hidrico. Las levaduras han desarrollado mecanismos para ajustarse,
dentro de ciertos limites, a una alta osmolaridad externa y mantener o restablecer una
fuerza suficiente para dirigir el agua hacia su interior. La adaptacién a una osmolaridad
cambiante es un proceso activo, basado en la capacidad de percibir el cambio osmético

aunado a las respuestas celulares apropiadas para poder mantener la actividad celular.

El interés inicial en el estudio de los mecanismos moleculares que intervienen en
la osmoadaptacion en las levaduras se origind por la necesidad de mejorar el desempefio
de las diferentes cepas utilizadas en condiciones industriales. Dichas condiciones estdn
asociadas a alteraciones rapidas de la actividad hidrica, especialmente a condiciones de
alta osmolaridad. Otro objetivo practico que empujé este interés fue el mejoramiento de
los métodos de conservacion de los alimentos, el cual requiere un mejor entendimiento
de los efectos de una baja actividad hidrica en las levaduras, en especial, en
combinacion con otros tipos de estrés como el de calor, frio, acidez o el impuesto por
los conservadores quimicos. Estos aspectos comerciales motivaron inicialmente la
investigacion en el control del contenido celular de glicerol y trealosa, compuestos de
bajo peso molecular que fungen como osmolitos para ajustar la actividad hidrica

intracelular y para proteger a las biomoléculas de la desnaturalizacién (1, 3).



En realidad se sabe poco acerca de los mecanismos moleculares involucrados en
la respuesta al estrés hiposmotico; sin embargo, hay una buena cantidad de informacion
acerca de los mecanismos moleculares que intervienen en la respuesta a un estrés
hiperosmético. Una estrategia fundamental en la osmoadaptacion es la acumulacion de
osmolitos quimicamente inertes, como el glicerol, y de esta manera las levaduras
pueden permanecer metabdlicamente activas y proliferar en un amplio intervalo de
niveles de actividad hidrica (3); este intervalo de tolerancia es especie especifico. (1)
Mis alld de ese intervalo las levaduras son capaces de sobrevivir a una casi completa

deshidratacion, una propiedad muy bien conocida y utilizada en la rama alimenticia. (7)

Mecanismos de osmoadaptacion en levaduras

Los mecanismos de osmoadaptaciéon se han estudiado en diferentes especies de
levaduras. La mds estudiada es la levadura S. cerevisiae debido a su amplio potencial
industrial y al gran nimero de herramientas desarrolladas para el estudio de este
organismo en muchos laboratorios del mundo. Ademas, el conocimiento actual muestra
que hay varios mecanismos para la osmoadaptacion conservados a través de diferentes
grupos de eucariontes, por lo que la levadura resulta un modelo adecuado para el

estudio de los mecanismos involucrados en esta respuesta.

El primer componente en una via de respuesta a estrés osmoético es un
osmosensor. Existe una gran numero de proteinas que se han propuesto como
osmosensores por el simple hecho de que estan involucradas en el proceso de
osmoadaptacion y por su tedrica localizacion en la membrana. Sin embargo, el
mecanismo molecular por el cual los osmosensores son capaces de detectar cambios
osmoticos adn se desconoce y es objeto de un estudio intensivo. Pruebas definitivas de
la funcién de una proteina como un osmosensor requieren estudios in vitro (21). La
dificultad de la expresion, purificacion y reconstitucion de las proteinas
transmembranales hace que dichos estudios in vitro atin sean escasos. Un osmosensor,
por definicién, no funciona como un receptor para un cierto compuesto (lo que lo
distingue de un quimiorreceptor). Un osmosensor detecta (en principio) los cambios en
las propiedades fisico-quimicas de un solvente debido a la alteracion de la

concentracion del agua. También es posible que sea capaz de percibir un estimulo



mecanico que sea consecuencia del cambio en la actividad hidrica. Es facil suponer
entonces que un osmosensor opere al nivel de la membrana plasmatica como una
proteina integral transmembranal; sin embargo, es posible también que el osmosensor
sea una proteina soluble. Es probable que estas moléculas sean capaces de percibir la
turgencia, aunque el mecanismo mediante el cual este fendmeno puede ser posible atn
se desconoce. Es posible también que la interaccién con los lipidos de la membrana sea

importante para la transduccion de la sefial, asi como para su regulacion (26).

Una vez que se censa el estrés hiperosmotico es necesario que se monte la
respuesta adecuada para contender con dicho estrés. Para este propdsito, las levaduras
cuentan con una variedad de vias que utilizan diferentes mecanismos para transducir la
sefial hasta el nucleo, donde se orquesta dicha respuesta que culmina en la expresion de

genes especificos. La via mds estudiada es la de levadura comun S. cerevisiae.

En S. cerevisiae, SInlp y Sholp se han descrito como sensores de las dos ramas
que controlan la via de glicerol de alta osmolaridad (HOG por sus siglas en ingles)
(Figura 1). Estas dos ramas de la via de respuesta a HOG (la de Slnlp y la de Sholp)
parecen estar controladas independientemente. El bloqueo de una rama no es limitante
para que la respuesta, bajo una situacion de estrés, ocurra rdpidamente, y de hecho, estas
células son resistentes a la alta osmolaridad. Aunque estas observaciones sugieren una
funcién redundante de ambas ramas, es poco probable que la célula mantenga vias tan
complejas para la activacion simultdnea de una misma respuesta. Es por ello que se ha
propuesto y demostrado que diferentes sensibilidades en las dos vias permiten a la

célula responder a un amplio intervalo de cambios de osmolaridad. (15)



Osmosensor
Osmosensor

Figura 1. Esquema general de la via de HOG. La proteina Pbs2 es el punto en donde
convergen las dos ramas de activacion, la de Sho1 y la de SIn1. Tomada de (24)

MAP cinasas

El descubrimiento en 1993 de la participacion de las MAPK’s en la
osmoadaptacion en levaduras gener6 un gran interés cientifico en su estudio, ya que esta

via estd ampliamente conservada en los eucariontes (2).

Las vias de MAP cinasas estdn altamente conservadas y aparentemente estin
presentes en todos los eucariontes, donde juegan un papel esencial en la respuesta a
diferentes sefales del ambiente, hormonas, factores de crecimiento y citocinas. Las vias
de MAP cinasas controlan el crecimiento celular, la morfogénesis, la proliferacion, las
respuestas a estrés y también estdn involucradas en varios procesos de enfermedad. En
todas las vias de MAP cinasas existen tres niveles centrales en cuanto a las proteina-
cinasas que participan (Figura 2). Estas son la MAP cinasa (MAPK), la MAP cinasa
cinasa (MAPKK 6 MEK) y la MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK 6 MEKK). La



MAPKKK fosforila y activa a la MAPKK en una serina y una treonina dentro de una
region conservada en la seccion amino terminal del dominio de cinasa. Posteriormente
la MAPKK fosforila a la MAPK en una treonina (o serina) y una tirosina que estin
separadas por un solo aminoécido. Este sitio de fosforilacion esté localizado en el asa de
activacion del dominio catalitico, por lo que la doble fosforilacién es necesaria para la
activacién de la enzima. Generalmente dicha fosforilacién favorece la transferencia de
la MAPK del citosol hacia el nicleo, donde fosforila a sus blancos en una
treonina/serina seguida por una prolina, aunque una proporcién de la MAPK se queda

en el citoplasma para mediar efectos postraduccionales (9).

Las MAPKKK consisten de un dominio regulatorio en su extremo amino y de un
dominio catalitico de cinasa en su extremo carboxilo. El dominio regulatorio restringe al
dominio catalitico en la forma inactiva. La activacién puede suceder por fosforilacion a
través de una proteina cinasa o por la interaccion con otras proteinas, un proceso que
generalmente involucra proteinas G. Los mecanismos de activacion y los sensores rio
arriba de las vias de MAP cinasas son muy variados e incluyen receptores de tipo
tirosina cinasa, receptores acoplados a proteinas G, sistemas de fosforrelevo y otros.
Diferentes vias de MAP cinasas son capaces de interactuar para formar sistemas de
sefializacion complejos. Por ejemplo, una sola MAPKK puede controlar diferentes
MAP cinasas, como se ha observado en las levaduras. Las vias de MAP cinasas son
reguladas negativamente por fosfatasas que actian tanto en las MAPKK como en las

MAPK, ya sean fosfatasas de serina-treonina o fosfatasas de tirosinas (9).



Sensor/Receptor
(often in plasma membrane)

v
Upstream control system
(G-protein; phosphorelay)
v
Upstream kinase
(often a p21-activated

kinase PAK)

v
MAP kinase kinase kinase
MAPKKK
v

MAP kinase kinase
MAPKK

v
O MAP kinase
MAPK
v

Q Transcription factor

Figura 2. Nomenclatura de las diferentes proteinas involucradas en una via de MAP
cinasas. Las flechas representan la direccion del flujo de informacién en la via.
Tomada de (24).

Fosforrelevo y Sistemas de dos componentes.

El fosforrelevo es un mecanismo de sefalizacion en eucariontes que estd
intimamente relacionado con los sistemas de dos componentes en procariontes, los
cuales fueron identificados en 1980 (4-5). Desde su descubrimiento, estos sistemas han
sido objeto de un gran nimero de estudios y se ha podido crear un modelo de este
sistema de sefializacion. El sistema “tipico” de dos componentes estd compuesto por
una protefna histidina-cinasa llamada la cinasa sensora y por una proteina llamada

regulador de respuesta (6).

La cinasa sensora es generalmente una proteina transmembranal que detecta
cambios en el medio extracelular y responde a éstos modulando la actividad de su
dominio citopldsmico de histidina-cinasa. Cuando la cinasa sensora se activa, ésta se
autofosforila en un residuo de histidina -altamente conservado en las proteinas de esta
familia-, y posteriormente el grupo fosforilo se transfiere a un aspartato — de igual
manera altamente conservado en las proteinas de esta familia- en el dominio aceptor del

regulador de respuesta, alterando su actividad. (18)



Muchos reguladores de respuesta tienen dominios de unién al ADN y funcionan
como factores transcripcionales cuya actividad esta regulada por la fosforilacion del
residuo de aspartato conservado en su dominio aceptor. De esta manera, las sefiales
extracelulares pueden ser transmitidas por una fosfotransferencia de His-Asp en los
sistemas de dos componentes. Este sistema de transduccion de sefiales estd ampliamente
distribuido entre diversas vias de sefalizacion en procariontes: quimiotaxis,
esporulacion, virulencia, metabolismo y en diferentes respuestas al estrés impuesto por

el ambiente (6).

La caracterizacion de las proteinas de los sistemas de dos componentes y el
desarrollo de andlisis bioinformdticos, permitié la identificacion de proteinas en
eucariontes que estdn muy relacionadas a las cinasas sensoras y a los reguladores de
respuesta bacterianos. Estas proteinas se han identificao como componentes de otras
vias de sefalizacion en hongos y plantas. Sin embargo, en los organismos eucariontes
prevalece un sistema de fosforrelevo de varios pasos, en comparacién con el sistema de

dos componentes de las bacterias.

Las proteinas equivalentes a las cinasas sensoras en eucariontes son proteinas
transmembranales que, ademds de contar con un dominio de histidina-cinasa, cuentan
también con un dominio aceptor citoplasmético dentro de la misma cadena
polipeptidica, y por ende, se les denomina cinasas hibridas. En estas enzimas el grupo
fosforilo se transfiere del residuo de histidina al residuo del aspartato en la misma
proteina. Posteriormente, hay una fosfotransferencia desde el residuo de aspartato hacia
el equivalente eucarionte del “regulador de respuesta”, mediada por una tercera proteina
que contiene un dominio de fosfotransferencia por histidina (HPt por sus siglas en
inglés) en el que se forma un intermediario de fosfohistidina. De manera que las sefiales

son transmitidas por una transferencia del grupo fosfato de tres pasos His-Asp-His.

Este sistema de transduccion de sefiales se ha descrito en hongos, plantas y otros
eucariontes. Se ha demostrado su participacion en la respuesta a diferentes estimulos, y
generalmente se encuentra acoplado a una via de sefializacion muy bien caracterizada
en eucariontes: la via de MAPKs o MAP cinasas. Cabe mencionar que no se han

encontrado componentes de este tipo de sefalizacion en células de mamiferos.
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Figura 3. Representacion grafica de rama de Sln1 de la via de HOG en S. cerevisiae,
incluyendo el fosforrelevo y el modulo de MAPKSs . Abreviaciones de los dominios:
HK histidin cinasa, RR regulador de respuesta, HPt acarreador de fosfatos, AID
dominio regulador, S/T KD y S/T-Y KD histidin cinasa de serina,treonina y de
serina-treonina/tirosina, SBD dominio de unién a Ssk2 y Ssk22, HDS dominio de
union a HOG.
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La rama SInl de la via de HOG esta controlada por un sistema
de fosforrelevo en S. cerevisiae.

Aunque los estimulos fisicos especificos que controlan la actividad de histidina
cinasa de Slnlp adn se desconocen, los eventos subsecuentes en la via de fosforrelevo
de S. cerevisiae se han podido estudiar con detalle. La histidina cinasa Slnlp se activa
por la hipoosmolaridad (hinchamiento de la célula) y se inhibe por la hiperosmolaridad
(encogimiento de la célula). SInlp y Ypd1p funcionan como reguladores negativos de la
via de HOG, ya que la eliminacién de cualquiera de estas proteinas causa la muerte
celular por la sobreactivacion de la via de HOG (16). Ypdlp, por su parte, se fosforila
bajo condiciones normales de crecimiento pero el grado de la fosforilaciéon es mucho
menor después de un choque hiperosmético. Por lo tanto, en condiciones de baja
osmolaridad SInlp se autofosforila constantemente en su propia histidina en la posicién
576. Este fosfato luego se transfiere al aspartato 1144 dentro del dominio receptor de
Sinlp. La fosfotransferencia ocurre entre diferentes moléculas de Slnlp (19).
Posteriormente el grupo fosfato se transfiere a la histidina 64 en Ypdlp y luego al
aspartato 554 en Ssklp. Esta secuencia de eventos se ha demostrado mediante el
andlisis de mutantes y proteinas truncadas tanto in vivo como in vitro (12, 13, 14, 19).
La transferencia de fosfato entre los diferentes pasos del sistema de fosforrelevo se
dirige en un sentido preferencialmente. Se ha reportado que la transferencia del fosfato
desde la histidina 576 al aspartato 1144 en Slnlp, es unidireccional, mientras que la
transferencia del aspartato 1144 de Slnlp a la histidina 64 de Ypdlp es una reaccion
reversible, aunque favorecida hacia la histidina de Ypd1p, de forma que la fosforilacién
de Ssklp estd favorecida en condiciones normales de crecimiento (12, 13, 14). De
hecho, se observé que la version fosforilada de Ypdl1p tiene un efecto estabilizador en
Ssk1 fosforilado. In vitro, la vida media del Ssklp fosforilado es de 13 minutos en
ausencia de Ypdlp, y ésta se incrementa unas 200 veces en presencia de Ypdlp. Ssklp
desfosforilado activa las MPKKK Ssk2p y Ssk22p (15). Se ha identificado que la
activacion de Ssk2p dependiente de Ssklp es un proceso que se lleva a cabo en dos
pasos, primero la unién de Ssklp en el dominio regulatorio de Ssk2p ubicado en su
region N-terminal y posteriormente la autofosforilacion de Ssk2p. La interaccion entre
las dos proteinas se ha demostrado con ensayos de doble hibrido e
coinmunoprecipitaciéon (15, 18). La interaccion entre Ssklp y Ssk2p se lleva a cabo

entre los aminodcidos 294 y 413 dentro de la regién amino terminal de Ssk2p y entre los
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aminodcidos 475 y 670 en el dominio receptor de Ssklp (18). Por accién de un choque
osmotico, Ssk2p se autofosforila, probablemente en un residuo de tirosina, y esta
fosforilacién requiere la presencia de Ssklp, asi como su correspondiente dominio de
unién en Ssk2p. Se sabe relativamente poco acerca de la sublocalizacion celular de los

componentes de la via de SInl1.

Se ha identificado también otro regulador de respuesta en S. cerevisiae: Skn7p, el
cual tiene un dominio de unién al ADN relacionado con los dominios de los factores
transcripcionales de choque térmico en mamiferos. Skn7p puede funcionar como factor
transcripcional de manera similar a la forma en la que actian los reguladores de
respuesta bacterianos, y de hecho, este regulador de respuesta se localiza
especificamente en el nucleo. Se sabe que la regulacion de este factor es dependiente del
fosforrelevo entre Slnlp-Ypdlp, porque mutantes nulas de estas proteinas, asi como del
aspartato aceptor en Skn7p, alteran su actividad. Ademds de que la fosfotransferencia
entre Slnlp-Ypdlp-Skn7p puede ser reconstituida in vitro. De esta manera, es posible
regular la expresion de genes a través de Skn7p mediante un fosforrelevo
independientemente de la via de HOG. Sin embargo, el estimulo fisioldgico para el cual
es importante la respuesta de Skn7p no parece ser cambios en la osmolaridad, ya que
cepas deficientes de Skn7p no muestran ninguna deficiencia en la respuesta a estrés
osmotico. Es posible que Slnlp pueda transmitir otros estimulos extracelulares ademds
de la osmolaridad al regulador de respuesta Skn7p que parece estar involucrado en la
via de integridad de la pared celular entre otras; y que lo haga mediante la translocacién

de Ypdl del citoplasma hacia el nicleo (algo).

Las células deficientes en Skn7p tienen defectos en la expresion de varios genes
requeridos para la proteccion contra el estrés oxidativo y muestran una sensibilidad
incrementada a una variedad de agentes oxidantes como el peréxido de hidrogeno, el
cadmio y la menadiona. Skn7p podria estar involucrado también en el incremento en la
expresion de proteinas de choque térmico en respuesta a estrés oxidativo, ya que forma
un complejo con el factor de transcripcion de choque térmico Hsfl que puede unirse a
secuencias especificas de ADN rio arriba de los elementos de respuesta a choque

térmico para su activacion transcripcional.

Sorprendentemente, la respuesta mediada por Skn7 frente al estrés oxidativo no
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depende de la fosforilacion del aspartato en su dominio aceptor, ya que una proteina a la
cual se le ha sustituido ese aspartato por una asparagina (D427N) es capaz de inducir la
expresion de genes en respuesta a peroxido de hidrogeno; ademads, una mutante nula de
Skn7p complementada con la proteina Skn7-D427N recupera al 100% la respuesta al
estrés oxidativo de la cepa silvestre. Se ha demostrado también que dicha respuesta no

requiere de la proteina Slnl y por lo tanto es independiente del fosforrelevo.

Ssklp y Ssk2p de Kuyveromyces lactis

La proteina Ssklp de K. lactis consta de 635 aminodcidos codificados en una
secuencia nucleotidica de 1908 bases. Aunque no hay informacién estructural especifica
de esta proteina, sabemos que cuenta con un dominio aceptor de fosfato muy similar al
que estd presente en los reguladores de respuestas bacterianos, tanto por ensayos
funcionales como por andlisis de similitud. La gran identidad de este dominio con otros
ya reportados y cuya estructura ha sido resuelta nos permite hacer inferencias acerca de
la estructura y de las caracteristicas generales que puede tener esta proteina de K. lactis.
Sin embargo, la informacion con la que se cuenta se restringe s6lo al dominio aceptor
de fosfato, lo cual nos limita severamente en cuanto a las inferencias que se pueden
hacer sobre su dominio efector, el cual interactia con Ssk2 provocando la activacién de
esta MAPKKK. La Ssklp de K. lactis tiene una gran identidad con su homdlogo en S.
cerevisiae, 32% para ser mds precisos, y la mayor parte de esta identidad se encuentra
en sus carboxilos terminales donde se encuentra, en ambos casos, el dominio aceptor de
fosfato. Al comparar este regulador de respuesta con otras proteinas similares en
diferentes especies de hongos, se observa que todas las proteinas tienen una gran
diversidad en su extremo amino, donde se encuentra su dominio efector, y una gran
identidad en su extremo carboxilo, donde se encuentra en todos los casos el dominio
aceptor de fosfato (Figura 4). Es claro que la probabilidad de que todas estas proteinas
sean homdlogas es muy alta; sin embargo hay un gran hueco en la informacion que esta
codificada en su dominio efector, un dominio que presenta una enorme variabilidad,
donde no se conocen motivos conservados y que en ultima instancia controla su funcién

y la interaccién que este regulador de respuesta puede o no tener con otras proteinas.
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Figura 3. Alineamiento miltiple de diferentes reguladores de respuesta en
diferentes especies de hongos. Se utiliz6 el algoritmo de Clustal W. Los guiones
representan huecos en el alineamiento, los puntos aminoacidos no relacionados, los
residuos similares estan representados en letras mindsculas y los residuos
idénticos en letras mayusculas.

La proteina Ssk2p de K. lactis cuenta con 1551 aminoacidos codificados por 4656
nucledtidos. Al igual que la proteina Ssklp, no se cuenta con informacion estructural
especifica de esta proteina; sin embargo tiene un dominio caracteristico de las MAP
cinasas y una identidad del 49% con la MAPKKK Ssk2p de S. cerevisiae, que la
posiciona claramente como un posible homdélogo funcional de esta ultima. A diferencia
de los reguladores de respuesta, un alineamiento con otras proteinas similares de
diferentes especies de hongos nos permite observar cierta similitud en su extremo
amino, donde se encuentra el dominio regulador, y un gran porcentaje de identidad en
su extremo carboxilo, donde se encuentra su dominio de cinasa (Figura 5). De igual
forma, queda claro que las inferencias que se puedan hacer acerca de su funcién como
MAPKKK estardn bien respaldadas, pero las inferencias acerca de su regulacion y de la
forma en la que interactda con otras proteinas por medio de su dominio regulador estdn

limitadas.
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Figura 5. Alineamiento miltiple de diferentes MAPKKKSs en diferentes especies de
hongos. Se utilizo el algoritmo de Clustal W. Los guiones representan huecos en el
alineamiento, los puntos aminoacidos no relacionado, los residuos similares estan
representados en letras mintsculas y los residuos idénticos en letras mayusculas.

Otras vias de fosforrelevo en Schizosaccharomyces pombe y Candida Albicans

Mediante estudios de genética comparada y gracias a la disponibilidad de

informacién gendmica de diversos organismos ha sido posible identificar proteinas que

forman parte de un fosforrelevo en S. pombe. Esta levadura cuenta con tres proteinas

histidina-cinasas hibridas, una proteina con dominio HPt y dos reguladores de

respuesta.

Dos de estas cinasas hibridas (Mak2 y Mak3) y un regulador de respuesta
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(Spcl) parecen funcionar de la misma forma que la via de HOG en S. cerevisiae; sin
embargo, la via de S. pombe responde a un espectro mas amplio de estreses
ambientales: estrés omotico, estrés oxidativo, choque térmico y privacion de nutrientes.
Dentro de los tipos de estrés que activan al regulador de respuesta Spcl, el estrés
oxidativo (particularmente el ocasionado por el per6xido) es percibido y transmitido por
el fosforrelevo Mak2/Mak3-Mpr1-Mcs4 hacia la cascada de MAPK por el regulador de
respuesta Spcl. Asi que a pesar de que la estructura general de ambas vias de
seflalizacion (la de S. cerevisiae y la de S. pombe), tanto en el fosforrelevo como en la
conexion con la via de MAPK’s, cada una se encarga de censar estreses totalmente
diferentes. Ademads, el regulador de respuesta Spcl parece estar involucrado en el

control de la division celular.

En C. albicans se han identificado proteinas homoélogas a las que conforman el
sistema de fosforrelevo en S. cerevisiae y S. pombe. Se encontraron tres genes que
codifican para histidin-cinasas (CaSInl, CaHK1 y CaNIK1) que, al parecer, también
son cinasas hibridas que contienen un dominio receptor en el mismo polipéptido. La
histidin-cinasa CaSInl se encontr6 mediante la complementacion del fenotipo en una
mutante —slnl de S. cerevisiae, y en efecto, su estructura esta intimamente relacionada
con la proteina SInl de S. cereviciae. Sin embargo, a diferencia de lo que pasa en una
mutante nula de SInl en la levadura, la mutante nula de CaSInl es completamente
viable y no muestra ningin fenotipo reconocible cuando se somete a estrés
hiperosmético. Hasta al momento no hay evidencia que sugiera la participacion de la
histidin-cinasa CaSInl en la activacién del homélogo de HOG en C. albicans como

respuesta a un estrés osmotico.

Andlisis mutacionales indican que las tres histidinas de C. albicans parecen ser
importantes para el desarrollo de las hifas. El crecimiento hifal inducido por suero se ve
afectado significativamente en mutantes nulas de cualquiera de estas proteinas. Al igual
que en S. cerevisiae, C. albicans posee una sola proteina con dominio HPt y dos
reguladores de respuesta, ambos homdlogos a cada uno de los reguladores de respuesta
descritos en la levadura del pan. Aunque no se conocen los componentes rio debajo de
esta via de sefalizacion, se sabe que el regulador de respuesta CaSskl no estd

involucrado en la via de respuesta a estrés de la célula.
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Antecedentes

Diferentes estudios realizados en el laboratorio han arrojado datos (atn no
publicados) que nos llevan a creer que hay diferencias sustanciales entre el sistema de
fosforrelevo de S. cerevisiae y el de K lactis; de hecho, el mecanismo de activacién de

esta rama en la segunda levadura podria ser exactamente el opuesto.

La rama de fosforrelevo en S. cerevisiae funciona como un regulador negativo. La
histidina cinasa Slnlp estd fosforilada constantemente en condiciones normales de
osmolaridad, lo cual mantiene al regulador de respuesta Ssk1p fosforilado e inactivo. Al
hacer mutantes nulas de esta histidina cinasa o del acarreador de fosfatos Ypdlp en S.
cervisiae, se interrumpe irreversiblemente el fosforrelevo, por lo que Ssklp sélo se
encuentra en su forma desfosforilada, como cuando se induce un cambio de
osmolaridad por un shock hiperosmético, lo que provoca una sobreactivacion de la via
de sefializacion que mantiene a HOGp constitutivamente fosforilado, provocando en
ultima instancia la muerte celular por un arresto irreversible del ciclo celular. Sin
embargo, al hacer estas mismas mutantes en K. lactis, nos encontramos con un fenotipo
bastante atipico: no hay letalidad y la levadura es capaz de crecer a niveles muy
similares a los de la cepas silvestres en condiciones de osmolaridad normal y alta
(Figura 6).

Al considerar que la gran mayoria de las histidina cinasas de bacterias sélo se
activan ante la presencia de un estimulo especifico, se plante6 una primera hipotesis
para explicar el fenotipo observado: si la histidina cinasa de K. lactis se encuentra
apagada en condiciones de osmolaridad normal y s6lo se activa en condiciones de
hiperosmolaridad, la eliminacién de ésta o del acarreador de fosfato no tendrian un
fenotipo letal, puesto que la forma activa del regulador de respuesta, Ssklp, seria la

forma fosforilada.
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Figura 6. Enasayo de diluciones seriadas de diferentes mutantes nulas de K. lactis en
donde se evalda cualitativamente el crecimiento de las células. Experimento
realizado por Miriam Rodriguez.
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Hipodtesis

La version fosforilada de Ssklp es la forma activa del regulador de respuesta. Esta
version interactia més fuertemente con Ssk2 y provoca su activacién en condiciones de

hiperosmolaridad para llevar a cabo la respuesta a través de la via de HOG.

Objetivo

El objetivo de este trabajo es determinar el tipo de interaccidn, si es que existe,
entre las proteinas Ssk1 y Ssk2 de la levadura K. lactis, las cuales estan involucradas en
una via de fosforrelevo que responde a estrés osmético. Los objetivos de este proyecto

se pueden resumir en los siguientes puntos:

Identificar si hay o no interaccion entre las proteinas Ssk1 y Ssk2 de K. lactis.

Identificar la forma de Sskl que interactia con Ssk2: la fosforilada o la no

fosforilada.

Identificar la interaccién in vivo de estas proteinas y asi determinar el papel

funcional que tienen en la respuesta a estrés hiperosmotico.
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Justificacion

Los sistemas de fosforrelevo se han descrito en un ndmero limitado de
organismos, la mayoria de ellos en hongos y en menor cantidad en plantas, aunque en
ambos casos, por lo general, de una manera pobre. Hasta la fecha, la via de fosforrelevo
de la cual se tiene la mayor informacién es la de S. cerevisiae, la cual se ha estudiado
exhaustivamente y, por lo general, se utiliza como modelo, extrapolando los
mecanismos que la rigen a otras vias de fosforrelevo. Sin embargo, la cantidad
minuscula de detalles que se saben de otras vias de fosforrelevo, nos impulsa a estudiar

estas vias en otros organismos.

La levadura K. lactis es un organismo modelo alternativo para el estudio de
diferentes procesos moleculares que rigen el funcionamiento de la célula. Es por ello
que se desea estudiar este fendmeno en un organismo alternativo. El trabajo previo en el
laboratorio, ademds, nos arroja datos (atn no publicados) que nos llevan a creer que hay

diferencias sustanciales entre el sistema de fosforrelevo de S. cerevisiae y el de K lactis.

De confirmar la hipétesis planteada nos encontrariamos en una situacion muy
interesante. El hecho de que una misma via -que al parecer funciona en respuesta al
mismo estimulo y que estd relativamente conservada entre diferentes grupos de
eucariontes-, funcionase de manera totalmente opuesta en estos dos organismos, nos
hablaria de una divergencia importante y de un proceso de adaptacién con

implicaciones evolutivas muy interesantes.
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Estrategia experimental

Para poder concretar los objetivos de este proyecto se planted el uso de diferentes
técnicas. En primera instancia, para poder corroborar la interaccion entre el regulador de
respuesta KISsklp y la MAPKKK KISsk2p se optd por realizar un ensayo de doble
hibrido. En este ensayo, cada una de las proteinas blanco se fusionan con un dominio
distinto de un factor transcripcional, de manera que si dichas proteinas blanco
interactian entre si, el factor transcripcional se reconstituye y se expresa un reportero
que nos permite determinar visualmente la interaccion.

Gracias a que contamos con una version no fosforilable del regulador de respuesta
KISsklp, es posible utilizar este mismo ensayo para explorar cual es la forma del
regulador de respuesta que interactia con la MAPKKK. Esto se logra al realizar dos
ensayos diferentes, en cada uno de ellos se evalia cualitativamente la fuerza de la
interaccion de la forma silvestre o de la forma no fosforilada del regulador de respuesta
con la MAPcinasa.

El doble hibrido, sin embargo, es una técnica exploratoria para identificar la
interaccion entre dos proteinas, ya que ambas son forzadas a entrar al nicleo y a
interactuar en un ambiente en el que no se encuentran en condiciones fisiolégicas.

Una técnica de gran utilidad para corroborar, y ademas explorar con mas detalles
el fenémeno, es la fluorescencia por complementacion bimolecular o BiFC, por sus
siglas en inglés. Esta técnica se basa en fusionar a cada una de las proteinas blanco uno
de dos fragmentos distintos y complementarios de una variante de la proteina amarilla
fluorescente, la Venus YFP. Si ambas proteinas interactian entre si, la proteina
fluorescente se reconstituye y se observa fluorescencia. Al abordar la interacciéon con
este enfoque es posible observar el fendmeno in vivo, mientras las proteinas se
encuentran en su ambiente fisioldgico, ademas de que es posible identificar la
interaccion espacio-temporal de las mismas. De esta manera es posible extraer mucha
mads informacion acerca de la dindmica que existe en la transduccion de la sefial a este
nivel particular de la via dentro de la célula.

Por ultimo, como un objetivo adicional, se planted el determinar si la levadura K.
lactis es capaz de responder al estrés hiperosmoético acumulando glicerol y si los

fenotipos viables de las cepas carentes de Slnlp y Ypdlp tienen que ver con esta
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respuesta. En concreto, se pretende determinar si la viabilidad de las cepas mutantes ya
mencionadas se debe a que no hay una acumulacién de glicerol desmedida como sucede

en S. cerevisiae.
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Materiales y metodos.

Cepas y Plasmidos

La cepa bacteriana utilizada para la transformacién de plasmidos fue la de

Escherichia coli DH5a (880dlacZAM15, recA1l, endA1).

La cepa de levadura utilizada para la transformacién de pldsmidos y para el
ensayo de doble hibrido fue la de S. cereviseae EGY48 (MATa, ura3, his3, trp1, Lex
ADP- leu2).

El plasmido en el cual se clonaron los genes y las construcciones
recombinantes para su preservacion en bacteria fue el pGEM-T Easy Vector de la

marca Promega. (Figura 3).

Los plasmidos que se utilizaron para el ensayo de doble hibrido fueron el
pEG202, el pJG4-5 y el pSH18-34, siendo los dos primeros los plasmidos que
contienen el dominio de unién a ADN y el dominio de activacion, respectivamente,

mientras que el Ultimo contiene al gen reportero.

Los plasmidos que se utilizaron para el ensayo de BiFC fueron el pSAL-2 y el
pYES, los cuales son plasmidos inducibles para la levadura S. cerevisiae, bajo

promotores que responden a la presencia de cobre y galactosa, respectivamente .
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Figura 7. Mapa del plasmido pGEM-T Easy Vector proporcionado por el fabricante.
Este mapa muestra los puntos de referencia mas importantes del vector asi como el
sitio de insercion de la secuencia del ADN blanco.

Tth1111 10059

EcoRI 2144
Pstl 8672 g"ﬂ!“'
Aatll 7995 Neol
Notl
Stul 7835 Xhol
Nrul 7765 Sall *2182
Pstl 7671 pEG202 Pstl 2188
Pstl 7590 10166 bp Sphl 2396
HindIll 6464 Xbal 3487
BstX| 6380
Hindlll 6277
Pstl 6089
Sacl 5113 | Pstl 4780
BssHII 5960 Avril 5004
Polylinker sequence
Sall* Notl Sall*
EcoRl BamHI Ncol Xhol

GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCA TGG CGG CCG CTC GAG TCGAC

Figura 8. Mapa del plasmido pEG202. Este mapa muestra los puntos de referencia
mas importantes del vector asi como el sitio de insercion de la secuencia del ADN
blanco.
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Sacl 6440 Kpnl 6446
Pwull 6253
Afllll 6075

Hindlll 528

AlwNI 5661
fusion

Sphl 1191
cassette BamHI 1330
# pUC backbone bal 1336
ADHyq 11342
Notl 1350
Pstl 1364
pJG4-5 Hindlll 1474
Scal 4704 6449 bp
Xbal 2072
Aatll 4264
Xbal 400
Hindlll 3573
Pstl 3365
Fusion cassette
[ Ns l B42 domain [ HATag
EcoRlI /Xhal
ATG GGT GCT CCT CCA AAA AAG AAG ... CCC GAA TTC GGC CGA CTC GAG AAG CTT ...
M G A P P K K K ..P E F G R L E K L ..

Figura 9. Mapa del plasmido pJG4-5. Este mapa muestra los puntos de referencia

mas importantes del vector asi como el sitio de insercion de la secuencia del ADN
blanco.

Smal 0.00
BamH]I 0.01
EcoRI 0.01
Xhol 0.28

Pstl 9.42
Hindlll 9.22
EcoRl9.19

EcoRI 0.60
Hindlll 0.61
BamHI 0.62

Pstl 8.95

lacZreporter

10.3 kb Sacl 2.63

Hindlll 7.05 Ap’
EcoRI 6.95

EcoRI3.70
Pstl 6.20

Figura 10. Mapa del plasmido pSH18-34. Este mapa muestra los puntos de
referencia mas importantes del vector.
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ot | 0.05

Eco Rl 6.41 Soh | 0.06

Pvu | 4.65
Sca | 4.50

Cla 1 1.80
Kpn | 1.89

CEN6/ARSH4
Eco RI 2.28

BstXl 2.35
Eco RV 2.40

Figura 11. Mapa del plasmido pSAL-2. Este mapa muestra los puntos de referencia

mas importantes del vector asi como el sitio de insercion de la secuencia del ADN
blanco.

SnaB |

Bgl |

Nhe |

Figura 12. Mapa del plasmido pYES. Este mapa muestra los puntos de referencia

mas importantes del vector asi como el sitio de insercion de la secuencia del ADN
blanco.
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Medios de cultivo, soluciones de antibioticos y aminoacidos

Medio LB liquido: Mezclar 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptonay 10
g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en una autoclave a

121 °C durante 30 minutos.

Medio LB sélido: Mezclar 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona, 10 g
de cloruro de sodio y 15 g de agar en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en una
autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Repartir el contenido en cajas de Petri

estériles, esperar la solidificacion y almacenar las cajas a 4 °C.

Medio LB-Ampicilina liquido: Mezclar 5 g de extracto de levadura, 10 g de
triptona, y 10 g de cloruro de sodio en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en
una autoclave a 121°C durante 30 minutos, una vez frio agregar 1 ul del stock de

ampicilina 200 mg/ml por cada 1 ml de medio.

Medio LB-Ampicilina sélido: Mezclar 5 g de extracto de levadura, 10 g de
triptona, 10 g de cloruro de sodio y 15 g de agar en 1000 ml de agua destilada,
esterilizar en una autoclave a 121°C durante 30 minutos, esperar a que el medio
alcance una temperatura de entre 40 y 50°C (cuando se pueda tomar con la mano
soportablemente) y agregar 1 ul del stock de ampicilina 200 mg/ml por cada 1 ml
de medio. Repartir el contenido en cajas de Petri estériles, esperar la solidificacion

y almacenar las cajas a 4 °C.

Medio LB IPTG X-Gal sélido: Mezclar 5 g de extracto de levadura, 10 g de
triptona, 10 g de cloruro de sodio y 15 g de agar en 1000 ml de agua destilada,
esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos, esperar a que el medio
alcance una temperatura de entre 40 y 50 °C (cuando se pueda tomar con la mano
soportablemente) y agregar 1 ul del stock de ampicilina 200 mg/ml por cada 1 ml
de medio, 350 ul de IPTG por cada 250 mL de medio y 750 ul del stock de X-Gal por
cada 250 mL de medio. Repartir el contenido en cajas de Petri estériles, esperar la

solidificacion y almacenar las cajas a 4 °C.
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Medio YPD liquido: Mezclar 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y
20 g de dextrosa en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en una autoclave a 121

°C durante 30 minutos.

Medio YPD sdlido: Mezclar 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona,
20 g de dextrosa y 20 g de agar en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar en una
autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Repartir el contenido en cajas de Petri

estériles, esperar la solidificacion y almacenar las cajas a 4 °C.

Medio SD sélido: Mezclar 0.67 g de YNB, 2 g de dextrosay 2 g de agar en100
ml de agua destilada. Esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos.
Esperar a que el medio alcance una temperatura de entre 40 y 50 °C (cuando se
pueda tomar con la mano soportablemente) y agregar 1 ml de aminoacido por
cada 100 ml de medio. Repartir el contenido en cajas de Petri estériles, esperar la

solidificacién y almacenar las cajas a 4 °C.

Ampicilina 200 mg/ml: Diluir ampicilina sélida en agua Milli-Q estéril, se
esteriliza por filtracion mediante un filtro con tamafio de poro de 0,2 pm y se

almacena a -20 °C en volimenes pequefios.

[PTG 1M: Disolver 238 mg de Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside en 1 ml de

agua destilada estéril y se almacena a -20°C.

X-Gal 20 mg/ml: Pesar 20 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactésido
(X-Gal) por cada ml de N,N’-dimetil-formamida, disolver y se almacenar a -20 °C en

volumenes pequeiios y forrados con papel aluminio.

Adenina 40 mg/1 (100X): Pesar 200 mg de hemisulfato de adenina, disolver
en 30 ml de agua, esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos y aforar

a 50 ml agregando agua estéril.

Histidina 20 mg/1 (100X): 100 mg de L- Histidina, disolver en 30 ml de
agua, esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos y aforar a 50 ml

agregando agua estéril.

Triptéfano 20 mg/l (100X): Pesar 100 mg de L- Triptéfano, disolver en 30
ml de agua, esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos y aforar a 50

ml agregando agua estéril.
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Leucina 90 mg/1 (100X): Pesar 450 mg de L- Leucina, disolver en 30 ml de
agua, esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos y aforar a 50 ml

agregando agua estéril.

Uracilo 20 mg/1 (100X): Pesar 100 mg de uracilo, disolver en 30ml de agua,
esterilizar en una autoclave a 121 °C durante 30 minutos y aforar a 50 ml

agregando agua estéril.

Amortiguadores

Buffer TBE 5X (Tris/Borato/EDTA): Mezclar 53g de Tris Base, 27.5 g de
acido boérico y 20 ml de EDTA 0.5M a pH 8 en 1 L de agua destilada.

Reacciones de amplificacion

Para las reacciones de amplificaciéon en cadena (PCR) se utilizé un
termociclador convencional de tapa caliente y se utilizaron dos enzimas, la
TagDNA polimerasa de Invitrogen a 5U/ul y la Platinium Pfx polimerasa, también
de Invitrogen, a 2.5 U/ul. La mezcla de reacciéon que se utilizé para la Taq
polimerasa fue: 5 ul de buffer de TagDNA polimerasa concentrado 10 veces, 2.8 ul
de MgCl; 50 mM, 4 ul de dNTPs 2.5 mM c/u, 2.5 ul de Oligo Sentido y 2.5 ul de
Oligo Antisentido, cada uno a una concentraciéon de 10 pmolas/ul, 1ul de ADN
como templado, 31.7 ul de agua destilada estéril y 0.5 ul de TagDNA polimerasa. La
mezcla de reaccidén que se utilizé para la Pfx polimerasa fue: 5 ul de buffer de Pfx
polimerasa concentrado 10 veces, 1 ul de MgCl, 50 mM, 1.5 ul de dNTPs 10 mM
c/u, 2.5 ul de Oligo Sentido y 2.5 ul de Oligo Antisentido cada uno a una
concentracion de 10 pmolas/ul, 1ul de ADN como templado, 36 ul de agua

destilada estéril y 0.5 ul de Pfx polimerasa.

Se utilizaron diferentes programas de ciclado para amplificar los productos
de Ssk1 (alrededor de 2000 pares de bases) y para los de Ssk2 (4500 pares de

bases), con Taq o con Pfx. Ademas se utilizé una reaccién de amplificacion pequeia
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para fusionar el gen de Ssk1 con el fragmento amino de Venus (alrededor de 2500
pares de bases) y reacciones independientes para amplificar ambos fragmentos de

Venus (el amino y el carboxilo de alrededor de 300 pares de bases cada uno).

Los diferentes ciclos utilizados para amplificar con la Taq polimerasa se
describen a continuacion. Para amplificar Ssk1: 5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos
de amplificacion 55 sega 94 ° C, 55 sega 55 ° C, 150 seg a 72 °C, seguido de 10 min
a 72 °C. Para amplificar Ssk2: 5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de amplificaciéon
55sega94 °C, 55sega50°C, 240 sega 72 °C, seguido de 10 min a 72 °C. Para
fusionar Ssk1 con el fragmento amino de Venus: 5 min a 94 °C, seguido de 10
ciclos de amplificaciéon 55 seg a 94 °C, 45 seg a 502 C, 150 seg a 72 °C, seguido de
10 min a 72 °C. Para amplificar los fragmentos de Venus: 5 min a 94 °C, seguido de
30 ciclos de amplificacion 45 seg a 94 °C, 45 seg a 55 °C, 45 seg a 72 °C, seguido de
10 min a 72 °C. Los diferentes ciclos utilizados para amplificar con la Pfx
polimerasa se describen a continuacién. Para amplificar Ssk1: 3 min a 94 °C,
seguido de 30 ciclos de amplificacion 15 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C, 150 seg a 68 °C,
seguido de 10 min a 68 °C. Para amplificar Ssk2: 3 min a 94 °C, seguido de 30
ciclos de amplificacion 15 seg a 94 °C, 30 seg a 50 °C, 240 seg a 68 °C, seguido de 10
min a 68 °C. Para amplificar los fragmentos de Venus: 3 min a 94 °C, seguido de 30
ciclos de amplificacion 15 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C, 45 seg a 68 °C, seguido de 10

min a 68 °C.
Electroforesis de ADN en geles de Agarosa y Acrilamida

Para visualizar fragmentos de ADN de >200 pares de bases se utilizaron
geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X tefiidos con bromuro de etidio; este tipo
de gel se corrid a 110 volts durante 30 minutos, voltaje constante. El gel de agarosa
se prepar6 pesando 1 gramo de agarosa y disolviéndolo en 100 ml de buffer TAE

con ayuda de un microondas hasta alcanzar una mezcla homogénea.
Purificaciones de productos de PCR

La purificacion de los productos obtenidos de las reacciones de
amplificacion por PCR se realizé utilizando el paquete comercial Qiagen Gel

Extraction Kit (50) y siguiendo las indicaciones sugeridas por el fabricante.
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Remocion de sales y amortiguadores del ADN

1.- Agregar 500 ul de butanol a la muestra y agitar en vortex.

2.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos y remover el liquido sin

perturbar la pastilla.
3.- Agreagr 500 ul de etanol al 100% y agitar en vortex.

4.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos y remover el liquido sin

perturbar la pastilla.
5.- Agreagr 500 ul de etanol al 70% y agitar en vortex.

6.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos y remover el liquido sin

perturbar la pastilla. Esperar a que el etanol residual se evapore.

Ligaciones

Las ligaciones se efectuaron con ligasa T4 de la marca Roche a 1 U/ul, en un
bafio a 16 °C durante toda la noche agregando diferentes cantidades y

proporciones de ADN a ligar. Las reacciones se efectuaron en un volumen total de

20 ul.

Desfosforilacion

Las reacciones de desfosforilacidn se realizaron con la fosfatasa alcalina de
la marca Roche a 1U/ul. Se llevaron a cabo en un volumen de 20 ul utilizando una
unidad de enzima por cada microgramo de ADN a desfosforilar. Las reacciones se

incubaron a 37 °C durante un minimo de dos horas y un maximo de 12 horas.
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Digestiones

Las digestiones se efectuaron en un volumen de 50 ul por cada ug de ADN a
digerir, utilizando el amortiguador especifico para cada enzima y agregando 5
Unidades de enzima por cada microgramo de ADN aproximadamente. La mezcla se
realizé con 5 ul de buffer correspondiente a la enzima concentrada 10 veces, 1 ul
de enzima a una concentracion de 5 U/ul, 1 ug de ADN y agua tetradestilada
suficiente para llevar la reacciéon a 50 ul. Las diferentes reacciones se incubaron a

37 °C durante un minimo de 2 horas y un maximo de 12 horas.

Transformacion de bacterias

1.- Descongelar 100 ul de células competentes DH5 o por cada

transformacion
2.- Agregar plasmido o ADN transformante
3.- Incubar 30 minutos en hielo
4.- Dar choque térmico por 90 segundos a 42 °C
5.- Agregar 1ml de medio LB liquido e incubar durante una hora a 37 °C

6.- Centrifugar las células durante 30 segundos a 13000 rpm, decantar el
sobrenadante excedente y resuspender en un volumen total de 200 ul

aproximadamente.

7.- Plaquear las células en el medio de seleccién apropiado

Miniprep de medio sélido

1.- Raspar una buena cantidad de células de un medio de cultivo so6lido
2.- Resuspender en 50 ul de H20 en tubos eppendorf de 1.5 ml
3.- Resuspender homogéneamente agitando en el vortex

4.- Agregar 300 ul de TENS
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5.- Agitar vigorosamente en el vortex durante 5 segundos

aproximadamente
6.- Agregar 100 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.2

7.- Agitar vigorosamente en el vortex durante 5 segundos

aproximadamente
8.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos
9.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio
10.- Agregar 1 ml de etanol al 100% y agitar vigorosamente en el vortex
11.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos
12.- Tirar el sobrenadante y eliminar el etanol residual
13.- Agregar 0.5 ml de etanol al 70% y agitar vigorosamente en el vortex
14.- Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos
15.- Tirar el sobrenadante y eliminar el etanol residual

16.- Resuspender el ADN en 100 ul de agua destilada estéril.

Transformacion de levaduras

1.- Inocular la levadura en 10 ml de medio YPD liquido e incubar a 30 °C y

250 rpm durante todo el dia o toda la noche.

2.- Inocular 50 ml de medio YPD liquido llevdndolo a una densidad éptica

de 0.2 a 600 nan6metros.

3.- Incubar a 30 °C y 250 rpm observando la densidad dptica hasta que

alcance un valor de alrededor 0.6 a 600 nan6metros.

4.- Centrifugar las células en un tubo falcon estéril de 50 ml a 3000 x g por 5

minutos.

5.- Resuspender las células en un volumen original de agua bidestilada

estéril para lavar las células y centrifugar de nuevo.
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6.- Resuspender las células en 1ml de agua bidestilada estéril y transferirlas

a un tubo eppendorf de 1.5 ml.

7.- Centrifugar a 13000 rpm por un minuto, remover el sobrenadante y
lavar con 1ml de TE/LiOAc (hecho fresco a partir de 10XTE pH 7.5 y 10XLiOAc
=1.0M Lilac pH7.5).

8.- Resuspender las células en 1/100 del volumen del cultivo original con

TE/Lilac

9.- Mezclar 50 ul de células con 1 ug de pldsmido y 50 ug de ADN de

esperma de salmon sonicado y hervido

10.- Agregar 300 ul de 40% PEG/Li/TE (hecho fresco con 1 volumen de
10XTE, 1 volumen de 10XLiOAc y 8 volumenes de PEG4000 o 3350 al 50%)

11.- Mezclar vigorosamente

12.- Incubar la mezcla a 30 °C por 30 minutos y 250 rpm
13.- Agregar 40 ul de DMSO y mezclar vigorosamente
14.- Dar choque térmico a 42 °C durante 15 minutos

15.- Dar un centrifugado rapido durante cinco segundos y eliminar todo el

sobrenadante
16.- Resuspender las células en 1 ml de agua destilada estéril

17.- Dar un centrifugado rapido durante cinco segundos y eliminar todo el

sobrenadante

18.- Resuspender en un volumen aproximado de 200 ul y plaquear en el

medio de seleccion apropiado.

Induccidon de los plasmidos recombinantes y obtencidon de imagenes de
epifluorescencia.

Las células transformadas se recuperaron y crecieron en un precultivo con
medio minimo SD, que contiene glucosa como fuente de carbono y que ademas fue

suplementado con los aminoacidos correctos para los cuales la cepa es auxotrofa,

38



las células fueron precultivadas por 12 horas en un volumen de 5 ml, a 30 °Cy con
agitacion constante de 250 rpm. Se determind la densidad dptica del precultivo a
600nm y se utilizé para generar otro cultivo con un medio inductor, que consiste
en un medio minimo SGal complementado con aminoacidos especificos para los
cuales la cepa es auxotrofa. Este medio contiene galactosa como fuente de carbono,
la cual funciona como inductor del plasmido pYES, ademas de 100 uM de CuSO4

como inductor del pldsmido pSAL-2.

El cultivo inductor fue incubado en las mismas condiciones que el
precultivo por 4 horas. Por ultimo, las células se centrifugaron a 5000 rpm por 5
minutos, se decantd el sobrenadante y las células fueron lavadas con 5 ml de agua
desionizada estéril, se realizé un segundo centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos
nuevamente, se decanto el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 0.2
ml de agua desionizada estéril. Una vez preparadas las alicuotas para su
observacion en el microscopio confocal y de epifluorescencia se procedio a agregar
KCl a una concentracién final aproximada de 1M, de manera que se obtuvieron
imagenes en condiciones de osmolaridad normal y en condiciones de estrés

hiperosma@tico.

Cuantificacion de glicerol por método enzimatico.

Se cuantifico el contenido de glicerol intracelular de diferentes cepas de
levaduras. Estas fueron precultivadas por 12 horas aproximadamente en medio
YPD, en un volumen de 5 ml, a 30 °C y con agitacién constante de 250 rpm. Se
determind la densidad 6ptica del precultivo a 600nm y éste se utilizé para generar
otros dos de cultivos, ambos en un volumen de 5 ml y una densidad éptica de 0.5 a
600nm.. Uno de ellos consistia en medio YPD exclusivamente y el otro en medio
YPD y KCl a una concentracién de 0.5 M. Ambos medios se incubaron por 6 horas
en las mismas condiciones que el precultivo. Posteriormente se centrifugaron a
5000 rpm por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y las células fueron lavadas
con 5 ml de agua desionizada estéril, se realizé un segundo centrifugado a 5000
rpm por 5 minutos nuevamente, se decant6 el sobrenadante y las células fueron

resuspendidad en 1 ml de agua desionizada estéril. Estas fueron sometidas a una
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temperatura de 100 °C durante 15 minutos y se centrifugaron a 14000 rpm por 2
minutos. El sobrenadante resultante fue utilizado para determinar la

concentracion de glicerol.

Se prepararon las siguientes soluciones para utilizarlas en la reaccion

enzimatica:

Cloruro de Magnesio 1 M.- Disolver 10.16 g de MgCl;-6H20 en agua

desionizada estéril y aforar a 50 ml.

Solucién de Glicina/Hidrazina.- Disolver 3 ml de hidrato de hidracina (50%
w/v) y 0.75 g de glicina en agua desionizada estéril, agregar 0.1 ml de la solucién
MgCly, ajustar el pH a 9.8 con unas gotas de KOH 10 M (libre de glicerol) y aforar a
50 ml

Adenosin 5°-trifosfato (50 mM).- Disolver 30.25 mg de ATP-NazH»-3H20
(pureza de 98%) en 0.7 ml de agua desionizada estéril, ajustar a pH 7 con NaOH y

aforara 1 ml

Nicotinamida-adenina-dinucleétido (B-NAD 20 mM).- Disolver 14.5 mg de

NAD* en 1 ml de agua desionizada estéril.

Glicerocinasa (GK, 85 kU/1).- La GK cristalina de Candida mycoderma
disuelta en (NH4)2SO4 3.2 M y estabilizada con 1% de etilenglicol con actividad

especifica de 85U/mg es aceptable para el ensayo.

Glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (GDH, 1700 kU/1).- La GDH de musculo
de conejo (10 mg/ml) disuelta en (NH4)2S04 3.2 M con actividad especifica de 170
U/mg es aceptable para el ensayo. Si es necesario diluirla, hacerlo en una solucién
de (NH4)2SOs4 2 M. Posteriormente se lleva a cabo la reaccién siguiendo el

protocolo descrito en la Tabla 1.
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Pipetear sucesivamente en la cubeta de cuarzo para

medir la absorbencia en el espectro a 340 nm.

Concentracion final en la

mezcla de reacciéon

Glicina/hidracina 0.7 ml Glicina 137 mM
GDH 0.01 ml Hidrazina 686mM
ATP 0.025 ml MgCl; 1.37 mM
NAD 0.025 ml GDH 17 kU/1
Solucién Blanco 0.25 ml ATP 1.23mM
NAD* 0.49mM
Glycerol 2-15 uM

Mezclar y leer la absorbencia A1, verificar que la lectura sea constante.

Posteriormente agregar

GK 0.01 ml GK 0.85 kU/I1

Mezclar y monitorear el incremento en absorbencia hasta que se obtenga un valor
constante y obtener la absorbencia A2. Calcular A1-A2=AA y utilizar este valor

para calcular la concentracién de glicerol.

Tablal. Protocolo para medir el glicerol intracelular por el método enzimatico
descrito en “Methods of Enzymatic Analysis” por H. U. Bergmeyer en 1984

La reaccién acoplada de las enzimas provoca la reduccién del NAD+ a NADH
y la acumulacién de este producto se sigue en un espectofotémetro a 334 y/o 340
nm. La diferencia de absorbencia es proporcional a la cantidad de NADH formado y
ésta a su vez es proporcional a la concentracion de glicerol en la muestra, la cual se

calcula siguiendo la siguiente formula:

C=[V/ edv] AA mmol/I

Donde:
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V= Volumen final de la reaccién en |

€= Coeficiente de extincién molar del NADH a 340nm
d= Distancia que atraviesa el haz de luz en cm

v= Volumen de la muestra blanco de glicerol en |
Sustituyendo tenemos que:

C=[00102/(6.3)(1)(0.00025)] AA mmol/Il que es igual a C=0.648 AA mmol/]

de glicerol en la muestra a 340nmy

C=[00102/(6.18)(1)(0.00025)] AA mmol/I que es igual a C=0.66 AA mmol/]

de glicerol en la muestra a 334nm.
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Resultados

El ensayo de doble hibrido tuvo como objetivo estudiar la interaccién entre
Ssk1 y Ssk2 de K. lactis. Para esto, se utilizé la secuencia silvestre de ambos genes y
una version no fosforilable de Ssk1, la cual tiene una mutacién puntual en su
secuencia que cambia al asparato aceptor del fosfato por una alanina. En primera
instancia se seleccionaron las enzimas de restriccion a utilizar para la insercion de
nuestros genes de interés (Sskl1, Ssk2 y Ssk1D444A) en los plasmidos de fusion
apropiados. Los genes de interés incluyen la versién silvestre y la version no
fosforilable de Ssk1 de K. lactis que se insertaron en el plasmido p]JG4-5; y la

version silvestre de Ssk2 de K. lactis que se inserto en el plasmido pEG202.

Cuando se corroboro6 que los plasmidos si contenian los insertos adecuados,
(véase Apéndice de Resultados para el proceso detallado de su construccion) se
purificaron con una miniprep de columna y se transformaron en la levadura EGY48
que es auxoOtrofa para uracilo, triptéfano, histidina y leucina dependiente del
promotor LEX. Las levaduras se seleccionaron en un medio carente de los
aminodacidos anteriormente mencionados, excepto por la leucina, y posteriormente
se replicaron en el medio de induccién SGAL para poder observar la interacciéon
entre las proteinas mediante la coloracién azul de los parches por accién de la B-

Galactosidasa.
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Figura 13. Ensayo de doble hibrido. Los diferentes plasmidos de fusion con los
insertos apropiados fueron transformados en la cepa de S. cerevisiae EGY148, la
cual fue sometida a los diferentes inductores del sistema de doble hibrido para
observar la interaccion de las proteinas. Se agregaron también concentraciones
moderadas de KCl para evaluar si el estrés hiperosmético era capaz de inducir un
cambio en la interaccion de las proteinas blanco.

El resultado de este experimento muestra que la forma no fosforilable de
Ssk1 interactia mas fuertemente con Ssk2. Esto sugiere fuertemente que la forma
activa de Ssk1l es la forma no fosforilada, lo que nos lleva a pensar que el
fosforrelevo no funciona de forma contraria a como lo hace en S. cerevisiae y que
en realidad es muy probable que ambos fosforrelevos funcionen de manera muy

similar.

Para el ensayo de fluorescencia por complementacién bimolecular, BiFC, se
eligieron dos vectores de expresion inducible (pSALZ2 y pYES) donde se insertaron
las construcciones de los diferentes genes fusionados a cada uno de los fragmentos

de la proteina Venus fluorescente para su expresion en S. cerevisiae.
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Los plasmidos de expresion que incluian a las construcciones correctas
fueron purificados mediante una miniprep de columna y posteriormente fueron
transformados en diferentes cepas de levadura la levadura S. cerevisiae (véase
Apéndice de Resultados para el proceso detallado de su construccion). Se
realizaron diferentes transformaciones, todas ellas dobles, en donde se
transformaron diferentes juegos de plasmidos en la levadura: los dos plasmidos
que codificaban para cada una de las proteinas recombinantes, un plasmido
codificante para proteina recombinante y un plasmido vacio y dos plasmidos

vacios.

La cepa de S. cerevisiae que nos permitié ver la fluorescencia con mayor
intensidad fue la BY-W.T. En ésta se realizaron diferentes ensayos de co-expresion
en donde s6lo se pudo apreciar fluorescencia de las células en las que se co-
expresaron la proteinas NVenusSsk1p ( ya sea la forma silvestre o la no fosforilable
del regulador de respuesta) y CVenusSsk2p. Se logr6é apreciar un incremento
significativo de la fluorescencia cuando las células fueron sometidas a un estrés
hiperosmdtico mediante un cambio fuerte de osmolaridad mediante la adicién de

KCl al medio.
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Figura 14. Imagenes de fluorescencia del ensayo de BiFC entre las dos versiones de
Ssk1p, y Ssk2p. Una vez transformados los dos plasmidos de expresion en la cepa
BY-WT de S. cerevisiae, se realizo un precultivo el cual fue transferido a medio
inductor -para ambos plasmidos- por 12 horas. A) S. cerevisiae BY-WT expresando
NVenus-Ssk1 y CVenus-Ssk2 en condiciones de osmolaridad neutra. B) S. cerevisiae
BY-WT expresando NVenus-Ssk1 y CVenus-Ssk2 en condiciones de
hiperosmolaridad -1M KCI- por dos minutos. C) S. cerevisiae BY-WT expresando
NVenus-Ssk1D444A y CVenus-Ssk2 en condiciones de osmolaridad neutra. D) S.
cerevisiae BY-WT expresando NVenus-Ssk1D444A y CVenus-Ssk2 en condiciones de
hiperosmolaridad -1M KCI-. F) S. cerevisiae BY-WT expresando NVenus-Ssk1y
CVenus-Ssk2 en condiciones de hiperosmolaridad -1M KCI- por diez minutos. La
imagen representa el promedio de la fluorescencia observada durante la grabacion
de un video con duracién de 5 minutos, el cual se inicio después de 5 minutos de que
se dio el shock hiperosmotico a las células. A-D: Imagenes tomadas en el
microscopio de epifluorescencia. F: Imagen obtenida con microscopia confocal.
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La fluorescencia observada nos indica que las proteinas silvestres de K.
lactis interactian fuertemente en condiciones de estrés hiperosmotico, y de forma
nula en condiciones de osmolaridad neutra. También se observo que la intensidad
de fluorescencia aumenta conforme transcurre el tiempo después de la exposicion
inicial al KCl. Por otro lado, la version no fosforilable de Ssklp interactia con
Ssk2p en condiciones de osmolaridad neutra de forma moderada y fuertemente en
condiciones de osmolaridad alta. Se logré observar también puntos discretos en la
membrana plasmatica con una intensidad de fluorescencia superior al del resto de
la célula, indicando la acumulacién de las proteinas blanco en complejos proteicos

discretos.

En ultima instancia se quiso determinar si la levadura Kluyveromyces lactis
responde al estrés hiperosmético acumulando glicerol intracelular, como ya se ha
observado en otras levaduras, y si el fenotipo viable observado en las mutantes
carentes de Slnlp y/o Ypd1p se debe a la falta de esta respuesta de acumulacién o
se debe a que la acumulacién de glicerol en esta levadura no es suficiente como

para causar su muerte.

Las mediciones de acumulacion de glicerol intracelular se realizaron en
diferentes cepas de K. lactis. Se utilizd una cepa silvestre y mutantes sencillas de
dos de los componentes de la rama de Slnl (Slnlp y Ypdlp) y de la MAPK
responsable de activar la via de estrés hiperosmotico (Hogp) derivadas de dicha
cepa silvestre. La determinacién de la concentracidon de glicerol intracelular por
gramo de peso seco de las levaduras se hizo tanto en condiciones de osmolaridad
neutra como de osmolaridad alta (0.5M KCl). Se realizaron ademas mediciones en
condiciones similares en tres cepas de la levadura S. cerevisiae: una silvestre, una
mutante sencilla de Hogp y una mutante termosensible de la proteina SIn1. Esta
ultima mutante tiene la propiedad de comportarse como una cepa silvestre a una
temperatura permisible (30°C ), sin embargo cuando se crece a una temperatura
no permisible (37°C) la proteina SInl pierde su actividad por completo, lo cual
genera una activacion constitutiva de la via de HOG y por ende, la muerte de la

célula.
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Concentracion de glicerol
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Figura 15. Determinacion de la concentracion de glicerol en diferentes cepas de K.
lactis. Diferentes cepas de K. lactis fueron precultivadas en medio rico YPD,
transferidas a un cultivo que contenia solo medio rico y a otro que contenia medio
rico y 0.5M de KCl. Se determino la concentracién de glicerol intracelular de ambos
cultivos. El cultivo con osmolaridad neutra esta representado por un signo -y el
cultivo con alta osmolaridad esta representado por un signo +.

Los resultados presentan que Kluyveromyces lactis es capaz de responder el
estrés hiperosmoético acumulando glicerol en muy bajas cantidades y que las
mutantes nulas de la histidina cinasa Slnlp y el acarreador de fosfato Ypd1lp no
acumulan este osmolito en condiciones de osmolaridad neutra, lo que indica que la
ausencia de estas proteinas no provoca la activacion constitutiva de la via de HOG
como sucede en otras levaduras. También muestran que la levadura S. cerevisiae
acumula glicerol en una concentracion diez veces mayor que la acumulada por K.
lactis y ademas, corroboran el hecho de que la ausencia del fosforrelevo provoca la
activacion constitutiva de la via de HOG observada claramente por la acumulacién
de glicerol en ausencia del estrés hiperosmético en la mutante termosensible de

Sin1.
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Concentracion de glicerol
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Figura 16. Determinacion de la concentracion de glicerol en diferentes cepas de S.
cerevisiae. Diferentes cepas de S. cerevisiae fueron precultivadas en medio rico YPD,
transferidas a un cultivo que contenia solo medio rico y a otro que contenia medio
rico y 0.5M de KCl. Se determino la concentracién de glicerol intracelular de ambos
cultivos. El cultivo con osmolaridad neutra esta representado por un signo -y el
cultivo con alta osmolaridad esta representado por un signo +. La cepa “SIn1TM” fue
cultivada a la temperatura no permisiva de 37 °C.
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Discusion

El ensayo de doble hibrido nos indica claramente que existe interacciéon
entre las proteinas Ssklp y Ssk2p de K. lactis. Nos indica también que la forma no
fosforilable de Ssklp interactia mas fuertemente con Ssk2p. Esto nos sugiere
fuertemente que la forma activa del regulador de respuesta Ssklp, que puede
transmitir la sefial de estrés en la via de HOG, es precisamente la forma
desfosforilada. Estos resultados apuntan claramente al hecho de que el
fosforrelevo de K. lactis es funcionalmente idéntico al de S. cerevisiae, y que incluso

la interfaz entre el fosforrelevo y el modulo de MAPKs se conserva.

Cabe mencionar que la nula interaccion observada entre SSk1p silvestre y
Ssk2p silvestre puede deberse a la formacion de un complejo entre el regulador de
respuesta SSklp de K. lactis y el acarreador de fosfato Ypd1lp de S. cerevisiae, ya
que estas proteinas conservan una gran identidad, tanto a nivel de secuencia como
a nivel de estructura, en su dominio de fosforilacion. Esta identidad es
probablemente suficiente para conservar la gran afinidad que existe por la forma
fosforilada del regulador de respuesta de parte del acarreador de fosfato, el cual al
formar un complejo mediante interacciones en este dominio, estabiliza la forma
fosforilada de dicho regulador, aumentando la vida media del grupo fosfato en
unas 400 veces. Este mecanismo de estabilizacién ya ha sido descrito tanto cinética
como estructuralmente utilizando los dominios mencionados de las proteinas
homdlogas de S. cerevisiae, y es muy posible que exista entre proteinas de
diferentes especies, ya que los dominios tanto de acarreador de fosfato como el de
aceptor del fosfato estan altamente conservados a nivel de secuencia y de
estructura a lo largo de toda la familia de sistemas de dos componentes asi como la
del fosforrelevo, e incluso se ha observado comunicacion cruzada entre proteinas

similares de otras especies de bacterias y hongos (12).

Sabemos que la interaccion y la estabilizacion observada entre el
acarreador de fosfato Ypdlp y el regulador de respuesta Ssklp de S. cerevisiae
ocurre en el citoplasma de la célula. Sin embargo el ensayo de doble hibrido lleva a

las proteinas al ntcleo mediante una secuencia de internalizacién intrinseca de los
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diferentes dominios del factor transcripcional a los cuales se fusionan las proteinas
de interés. La interaccion propuesta entre el regulador de respuesta y el
acarreador de fosfato solo seria posible si el acarreador de fosfatos pudiera
localizarse en el nucleo, lo cual de hecho sucede. La presencia de Ypdlp en el
nucleo ya que se ha demostrado debido a que este acarreador de fosfato cuenta
con otro regulador de respuesta blanco en S. cerevisiae: Skn7p. Dicho regulador de
respuesta sdlo se encuentra en el nucleo y se ha comprobado que Ypdlp puede

viajar del citosol al ntcleo y viceversa para ejercer su regulaciéon en Skn7 (27).

El ensayo de fluorescencia por complementacién bimolecular (BiFC)
demuestra que, in vivo, las proteinas silvestres Ssklp y Ssk2p interactian
fuertemente so6lo en condiciones de estrés hiperosmoético. Aunado a estos
resultados junto con los obtenidos en el ensayo hibrido es claro que esta interfaz
funciona de forma canénica en cuanto al fosforrelevo, en donde la version
desfosforilada del regulador de respuesta es la forma activa que transmite la sefal
y que esta forma desfosforilada del regulador de respuesta sdlo se presenta en
condiciones de estrés. Los resultados también nos permiten confirmar la
temporalidad del evento en el que la interaccion de las proteinas sucede
rapidamente después de que se inicia el estrés y que la interaccion de las proteinas
no es reversible, lo que provoca su acumulacién a través del tiempo antes de ser

degradadas.

También se pudo confirmar un fendmeno que otros investigadores ya han
observado: la acumulaciéon de las proteinas de la rama en puntos discretos
alrededor de la membrana celular, lo cual coincide con hipétesis de la formacién de
complejos proteicos discretos que incluyen proteinas de las diferentes ramas de

respuesta a estrés hiperosmotico (24, 26, 27).

Por otra parte, se observé claramente que la versién no fosforilable de
Sskl1p es capaz de interactuar con Ssk2p en condiciones de osmolaridad neutra y
que la interaccion aumenta en condiciones de osmolaridad alta. Estos resultados
indican que aunque este presente una forma no fosforilable del regulador de
respuesta, esta no es capaz, por si sola, de generar una interaccién con la MAPKKK

a un nivel de intensidad similar al que ocurre cuando existe un estrés
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hiperosmdtico. Esta observacion podria ser parte de la explicaciéon detras de la

falta de letalidad observada en una cepa nula para Snllp o Ypd1lp en K. lactis.

Todo indica que en estas mutantes se encuentra presente un regulador de
respuesta desfosforilado que es capaz de interactuar con su MAPKKK blanco en
condiciones de osmolaridad neutra; sin embargo esta interaccion moderada no es
funcional de manera que no se activa la respuesta formal por parte de la via de
HOG y es estrictamente necesario que exista un estrés hiperosmético para que

dicha via se active en K. lactis.

Cabe mencionar que el hecho de observar estos resultados mediante la
expresion heterdloga de las proteinas sugiere que la regulacion de este fenémeno
parece depender Unica y exclusivamente de la dindmica de la interaccién que
existe entre Ssklp y Ssk2p, aunque ain no nos es posible descartar que exista

algun otro factor en K. lactis que ayude a regular la respuesta de la via de HOG.

El hecho de corroborar que el fosforrelevo de K. lactis sea funcionalmente
idéntico al de S. cerevisiae refuta nuestra hipdtesis inicial, haciendo que sea
necesario proponer y encontrar la causa por la que esta levadura es capaz de

sobrevivir con un regulador de respuesta constitutivamente desfosforilado.

Una de las posibilidades que podrian explicar el fenotipo observado en K.
lactis es que el regulador de respuesta Ssklp no se encuentre realmente en la
forma desfosforilada en condiciones de osmolaridad normal, lo que evitaria una
sobreactivacion de la via. Esto podria lograrse mediante otra proteina que fuera
capaz de suplir la funcién de la histidina cinasa o del acarreador de fosfatos, o
incluso si el fosfato pudiera ser transferido directamente de la histidina cinasa al
regulador de respuesta sin pasar por el acarreador de fosfato; sin embargo
sabemos que esto no sucede porque al eliminar la histidina cinasa se observaria un
fenotipo letal, el cual no existe. Por otra parte, en el genoma de K. lactis no existen
otras proteinas que tengan dominios similares que puedan ser capaces de
transferir un fosfato a Ssk1p. Por lo que se sabe de sistemas de dos componentes y
del sistema de fosforrelevo, aiin no se encuentran proteinas que carezcan del
dominio de fosforilacion conservado y que sean capaces de fosforilar o transferir

un grupo fosfato a las proteinas que participan en estos sistemas (22).
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Otra posibilidad es que dicha forma desfosforilada de Ssk1, presente en las
mutantes, no fuera capaz de sobreactivar a la via de respuesta a estrés
hiperosmético HOG y que por lo tanto, fuera incapaz de matar a la célula. Esta
posibilidad tiene dos vertientes, una en la que no hay activacién de la via en
absoluto y otra en la que existe una activacidon parcial de la via que no fuera
suficiente como para causar letalidad. En ambos casos, nos es posible comprobar si
sucede un fendmeno de esta naturaleza al evaluar la respuesta de la célula al estrés

hiperosmatico: la acumulacién de glicerol.

Diferentes experimentos realizados en el laboratorio nos indican que es
altamente probable que K. lactis también responda al estrés hiperosmotico
mediante la acumulacién de glicerol, ya que al activarse la via de HOG en esta
levadura se induce, entre otras cosas, la expresion de una proteina transportadora

de glicerol transmembranal (Datos no publicados del laboratorio).

Por esta razon se deicidié hacer la cuantificacion de glicerol intracelular de
las diferentes cepas de K. lactis. Los resultados obtenidos demuestran claramente
que las mutantes nulas de Slnlp y Ypdlp en K. lactis se comportan de forma
idéntica a la cepa silvestre: no acumulan glicerol en condiciones de osmolaridad
neutra y acumulan concentraciones similares de glicerol a las de la cepa silvestre
en condiciones de osmolaridad alta. Por otra parte, los resultados obtenidos para
las diferentes cepas de S. cerevisiae nos permiten tener un punto de referencia en
cuanto a los niveles de glicerol que se pueden acumular en otras levaduras y
reforzar la propuesta de la activacion constitutiva de la via de HOG en mutantes
nulas de Slnlp, Ypdlp y en las que se encuentre un regulador de respuesta

constitutivamente desfosforilado.

En primera instancia se pudo observar que S. cerevisiae acumula por lo
menos 10 veces mas glicerol que K. lactis lo cual sugiere que aunque esta segunda
levadura es capaz de acumular glicerol en respuesta a un estrés hiperosmotico, la
acumulacién de dicho osmolito no es la principal forma de respuesta para
contender con la deshidratacién y es probable que exista la acumulacion de otros
osmolitos, como la trealosa por ejemplo, o algun otro mecanismo de respuesta

diferente.
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Independientemente de los niveles absolutos de glicerol acumulados por K.
lactis, los niveles relativos de su acumulacidén nos demuestran claramente que en
las mutantes nulas de Slnlp y Ypd1lp no se puede dar la activacidn constitutiva de
la via de HOG. Esto sugiere que aunque se encuentre un regulador de respuesta no
fosforilado de manera constante, éste no es capaz de translucir la sefal si no existe
un estrés hiperosmotico, y es por esta razon que las células no presentan un

fenotipo letal.

Los resultados en conjunto nos revelan una diferencia significativa en la
dindmica de la via de HOG en K. lactis. En esta levadura, también existe un sistema
de fosforrelevo que funciona igual que el de otras levaduras y hongos en donde la
histidina cinasa esta activa en condiciones carentes de estrés, transfiriendo el
fosfato, a través del acarreador de fosfatos, al regulador de respuesta,
manteniéndolo en su estado fosforilado, que es el inactivo. En condiciones de
estrés, para nuestro caso particular el hiperosmético, la histidina cinasa deja de
transferir el fosfato, lo cual genera un regulador de respuesta desfosforilado, el
cual es activo y capaz de interactuar con la MAPKKK para transmitir la sefial al
mddulo siguiente antes de que se active Hoglp y se lleve acabo la respuesta
adecuada. Sin embargo, cuando se eliminan de la célula la histidina cinasa o el
acarreador de fosfato, aunque existe de manera constitutiva una forma
desfosforilada del regulador de respuesta, ésta no es capaz de activar a la via de
estrés hiperosmoético HOG en condiciones de osmolaridad normal, lo cual
representa una diferencia significativa con el fenotipo observado en S. cerevisiae
que ademas, muy probablemente implica alguna forma de regulaciéon adicional y

desconocida de esta via en K. lactis.

Este mecanismo de regulacion adicional es un fenédmeno que adn necesita
ser descrito y del cual, hasta el momento, no se tiene precedente alguno en el
sistema que se esta estudiando. Aun no se tienen los datos suficientes para
determinar si el punto de regulacion esta al nivel de la interfase entre el regulador
de respuesta y la MAPKK o si se encuentra en algun nivel rio abajo de la via; sin
embargo, definir este mecanismo de regulacion es parte esencial de las
perspectivas del proyecto del laboratorio. Al identificar, describir y entender la

dinamica de los participantes de dicho mecanismo de regulacion representaria un
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gran avance en la generacion de informaciéon util para el entendimiento y
reconocimiento de los diversos mecanismos que las células utilizan para controlar

finamente la transduccion de seiiales en vias de senalizacién similares.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos nos permiten concluir un par de cosas respecto a

la dindmica que existe entre las proteinas Ssk1 y Ssk2 de K. lactis:

a)
b)

c)

d)

g)

h)

Existe interaccién entre las proteinas Ssklp y Ssk2p
La forma desfosforilada de Ssk1p interactiia mas fuertemente con Ssk2p

La interaccidn in vivo entre estas proteinas sigue una dinamica similar a
la descrita en otros sistemas de fosforrelevo. La forma activa de Ssklp es
la forma desfosforilada, y la interaccidn funcional entre ambas proteinas

sucede so6lo en condiciones de estrés hiperosmotico.

La forma desfosforilada de Ssklp es capaz de interactuar
moderadamente con Ssk2p en condiciones de osmolaridad neutra in
vivo; sin embargo la interaccion funcional entre ambas proteinas sucede

s6lo en condiciones de estrés hiperosmoético.

La temporalidad de la interaccién y la localizacién de las proteinas in
vivo en la respuesta a estrés hiperosmotico es similar a la respuesta

descrita en la levadura de la cerveza.

K. lactis es capaz de acumular glicerol en bajas cantidades en respuesta

al estrés hiperosmaético.

Las mutantes nulas de la histidina cinasa Slnlp y del acarreador de
fosfatos Ypdlp en K. lactis se comportan de forma idéntica a la cepa
silvestre en cuanto se refiere a la acumulacién de glicerol tanto en

condiciones de osmolaridad neutra como de hiperosmolaridad.

El sistema de fosforrelevo en K. lactis es funcionalmente idéntico al de

otras levaduras.

La presencia de Ssklp en su forma desfosforilada de forma constitutiva
es insuficiente para activar la via de HOG en ausencia de un estrés

hiperosmaético.
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Estos resultados son incompatibles con la hip6tesis planteada inicialmente
y queda claro que los datos obtenidos son suficientes para refutarla. Sin embargo,
aun es necesario identificar el mecanismo que impide que la via de HOG se active

constitutivamente en cepas que presentan unicamente un regulador de respuesta

desfosforilado.
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Apendice de Resultados

Ensayo de Doble Hibrido

Para realizar el ensayo de doble hibrido se comenz6 con un sencillo andlisis
de restriccion, en el cual se determinaron las enzimas apropiadas para insertar
nuestros genes de interés en los plasmidos de fusién adecuados y una vez elegidas
incluir sus respectivos sitios de restriccion en los oligonucleodtidos utilizados para
amplificar dichos genes . Las enzimas de restricciéon apropiadas eran las que no
tuvieran un sitio de corte interno en la secuencia del gen. Para la insercién de
ambas versiones del gen Ssk1 se utilizaron los sitios de corte de las enzimas EcoRI
en el extremo 5" y Xhol en el extremo 3" de la cadena codificante; para la insercion
del gen Ssk2 se utilizaron los sitios de restriccion correspondientes a la enzima
Xmal en el extremo 5"y Notl en el extremo 3" de la cadena codificante. Una vez
disenados los oligonucledtidos se sintetizaron y se utilizaron para amplificar las

dos versiones del gen Ssk1 y Ssk2 de K. lactis.

5Kb

2Kb

1Kb

Figura A1. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos de
amplificacién de los genes Ssk1 y Ssk2 de K. lactis amplificados con los
oligonucleétidos disefiados para su insercion en los plasmidos de fusién para el
ensayo de doble hibrido.
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Dichos productos se clonaron en el vector pGEM-T Easy y posteriormente
dicho vector se transformd en bacterias DH5. Se realizé6 una miniprep de medio
solido para identificar las clonas positivas que contuvieran al inserto mediante un
ensayo de restriccion y una vez confirmadas se realizé una miniprep de columna

para poder trabajar limpiamente con el plasmido.

Una vez purificados, tanto los genes como los vectores de fusion se
sometieron a dos incubaciones con diferentes enzimas de restriccién para generar
los extremos pegajosos que permitieron la ligacion del gen en fase dentro del
vector adecuado. Una vez digeridos, tanto los vectores como los genes se
purificaron de un gel de agarosa. Los productos purificados se ligaron entre si para
generar los pldsmidos recombinantes y estos pldsmidos se transformaron en
bacterias para poder comprobar que tenian el inserto mediante un andlisis de

restriccion.
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5Kb

1Kb

5Kb

1Kb

Figura A2. Electroforesis de los plasmidos de clonaciéon pGEM con diferentes
insertos obtenidos mediante una miniprep de medio sé6lido. A) Clonacién de KISsk1
en pGEM y verificacion por restriccion con la enzima EcoRI. B) Clonacién de
KISsk1D444A en pGEM y verificacién por restriccion con la enzima EcoRI. C)
Clonacion de KISsk2 en pGEM y verificacion por restriccion con la enzima BamHI.
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5Kb

1Kb

Figura A3. Electroforesis de diferentes plasmidos de fusidon para el ensayo de doble
hibrido con diferentes insertos, obtenidos mediante una miniprep de medio sélido.
A) Clonacién de KISsk1 en pJG4-5 y verificacidon por restriccion con la enzima EcoRI.
B) Clonacidon de KISsk1D444A en pJG4-5 y verificacion por restriccion con la enzima
EcoRI. C) Clonacion de KISsk2 en pEG202 y verificacion por restricciéon con la
enzima BamHI.

Ensayo de BiFC

Para materializar el ensayo de BiFC se comenzdé con el disefio de
oligonucleotidos para la amplificacion de los fragmentos de Venus y para la
amplificacion de los genes de interés (Ssk1, Ssk2 y Ssk1D444A), asi como para su

posterior fusién y su insercién en los plasmidos de expresion.
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Para amplificar ambas versiones de Ssk1 se utiliz6 un oligonucle6tido con el
sitio de corte correspondiente a la enzima de restriccion Notl en el extremo 3" de la
cadena codificante, el oligonucleétido utilizado para amplificar a partir del
extremo 5° de la cadena codificante fue un oligonucleétido hibrido que incluia
parte de la secuencia del extremo amino de Venus y parte del inicio de la secuencia
de Ssk1; este oligonucleétido se hizo con el propdsito de generar una pequefia
region de apareamiento entre las cadenas nucleotidicas de N-Venus y Ssk1 para su
posterior fusion. Para amplificar N- Venus se utilizé un oligonucledtido con el sitio
de corte correspondiente a la enzima de restriccion Smal en el extremo 5" de la

cadena codificante y el mismo oligonucleétido hibrido ya mencionado.

5Kb

1Kb

Figura A4. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% del producto de amplificacién
de la fusion del gen Ssk1 K. lactis con el fragmento amino de la proteina fluorescente
Venus.

Para amplificar Ssk2 se utilizé6 un oligonucleétido con el sitio de corte
correspondiente a la enzima Xmal en el extremo 5" y uno correspondiente a la
enzima Xbal en el extremo 3" de la cadena codificante. Para amplificar el extremo
carboxilo de Venus (C-Venus) se utilizé un oligonucleétido con el sitio de corte
correspondiente a la enzima Sacl en el extremo 5" y uno correspondiente a la
enzima Xmal en el extremo 3 de la cadena codificante. Estos dos fragmentos se
unieron mediante el corte del sitio Xmal y su posterior ligacion gracias a los

extremos pegajosos resultantes.
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Una vez amplificados los productos de ambas versiones de Ssk1 (Sskl y
Ssk1D444A) y de N-Venus, éstos se fusionaron en un PCR corto de amplificacion en
un solo sentido que utilizaba la region de apareamiento antes mencionada entre
dichos productos para generar una construccidon resultado de amplificacion de
ambos fragmentos en un solo producto. Esta técnica funcion6 adecuadamente para
fusionar los productos de Ssk1 y Ssk1A237D con el fragmento amino de la proteina
fluorescente Venus y estaba planteada también para generar la fusion de Ssk2 con
el extremo C-Venus, sin embargo resulté ineficiente en la practica, por lo que se
tuvo que recorrer a la inserciéon de nuevos sitios de restricciéon para, mediante
corte y ligacidn, fusionar el gen de Ssk2 con el fragmento carboxilo de la proteina

fluorescente Venus.

5Kb

1Kb

Figura A5. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% de diferentes productos de
amplificacion. A) Amplificacion del gen Ssk2. B) Amplificacion de la fusion del gen
Ssk2 fusionado al fragmento carboxilo de la proteina fluorescente Venus.

Dichos productos fueron clonados en el vector pGEM-T Easy y
posteriormente dicho vector se transformé en bacterias DH5. Se realiz6 una
miniprep de medio sé6lido para identificar las clonas positivas que contuvieran al
inserto mediante un ensayo de restricciéon y una vez confirmadas se realizé una

miniprep de columna para poder trabajar limpiamente con el pldsmido.
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5Kb

1Kb

Figura A6. Electroforesis de plasmidos de clonacion pGEM con diferentes insertos
obtenidos mediante una miniprep de medio sélido. A) Clonacidn de la fusion
NVenus-Ssk1D444A en pGEM y verificacién por restriccion con la enzima EcoRI. B)
Clonacion de la fusiéon CVenus-Ssk2 en pGEM y verificacion por restriccion con la
enzima EcoRI.

Una vez purificados, tanto las construcciones como los vectores de
expresion fueron sometidos a dos incubaciones con diferentes enzimas de
restriccién para generar los extremos pegajosos que permitieron la ligacién de
dichas construcciones dentro del vector adecuado. Una vez digeridos, tanto los
vectores como los genes fueron purificados de un gel de agarosa. Los productos
purificados fueron ligados entre si para generar los pldsmidos recombinantes y
estos plasmidos fueron transformados en bacterias para poder comprobar que

tenian el inserto mediante un analisis de restriccion.
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5Kb

1Kb

Figura A7. Electroforesis de diferentes plasmidos de expresion para el ensayo de
BiFC con diferentes insertos, obtenidos mediante una miniprep de medio solido y de
columna -A y B respectivamente-. A) Clonaciéon de NVenus-Ssk1 en pSAL-2 y
verificacion por restriccion con la enzima Clal. B) Clonacién de Cvenus-Ssk2 en pYES
y verificacion por restriccion con la enzima EcoRI.

Determinacidn de la concentracion de glicerol intracelular

Los resultados obtenidos de las diferentes mediciones de la concentracion

de glicerol en las diferentes cepas estudiadas se detallan en las tablas siguientes:
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K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr

WTYPD | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco
Promediado | (gr)

Ensayo1 | 0.1665 | 0.1388 | 0.3018 | 0.2773 | 0.1353 | 0.1385 | 0.089523 | 0.0056 | 15.98625

Ensayo2 | 0.1636 | 0.1371 | 0.3182 | 0.2934 | 0.1546 | 0.1563 | 0.1016592 | 0.0062 | 16.39664516

Ensayo3 | 0.1616 | 0.1359 | 0.3063 | 0.2818 | 0.1447 | 0.1459 | 0.0950226 | 0.0059 | 16.10552542

K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr

WTYPD | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco

0.5M Promediado | (gr)

K

Ensayo1 | 0.1666 | 0.1362 | 0.5808 | 0.5582 | 0.4142 | 0.422 | 0.273414 | 0.0035 | 78.11828571

Ensayo2 | 0.1591 | 0.1329 | 0.4683 | 0.4462 | 0.3092 | 0.3133 | 0.2035452 | 0.003 | 67.8484

Ensayo3 | 0.1736 | 0.1469 | 0.5623 | 0.5438 | 0.3887 | 0.3969 | 0.2568666 | 0.0041 | 62.65039024

Tabla Al. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa silvestre
de K. lactis. Se realizaron tres ensayos independientes para la condicién de
osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracién de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm.

K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
ASIn1 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco
YPD Promediado | (gr)

Ensayo1 | 0.1768 | 0.1492 | 0.3018 | 0.2786 | 0.125 | 0.1294 | 0.0831756 | 0.0047 | 17.69693617
Ensayo2 | 0.1717 | 0.1478 | 0.3152 | 0.2939 | 0.1435 | 0.1461 | 0.0946914 | 0.0051 | 18.56694118
Ensayo3 | 0.1725 | 0.1459 | 0.3018 | 0.2763 | 0.1293 | 0.1304 | 0.0849186 | 0.0048 | 17.691375

K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
ASIn1 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco
YPD Promediado (gr)

0.5M

K

Ensayo1 | 0.1817 | 0.1538 | 0.5959 | 0.5755 | 0.4142 | 0.4217 | 0.2733168 | 0.0035 | 78.09051429
Ensayo2 | 0.1796 | 0.1505 | 0.5974 | 0.5784 | 0.4178 | 0.4279 | 0.2765136 | 0.0036 | 76.80933333
Ensayo3 | 0.1781 | 0.1525 | 0.5377 | 0.5177 | 0.3596 | 0.3652 | 0.2369928 | 0.0033 | 71.816

Tabla A2. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa ASIn1 de

K. lactis. Se realizaron tres ensayos independientes para la condiciéon de

osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracién de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm.
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K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
AYpd1 | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco

YPD Promediado | (gr)

Ensayo1 | 0.1693 | 0.1405 | 0.2808 | 0.2586 | 0.1115 | 0.1181 | 0.0750594 | 0.0045 | 16.67986667
Ensayo2 | 0.1713 | 0.1409 | 0.3116 | 0.2879 | 0.1403 | 0.147 | 0.093927 | 0.0049 | 19.16877551
Ensayo3 | 0.1628 | 0.1393 | 0.2925 | 0.2754 | 0.1297 | 0.1361 | 0.0868974 | 0.005 | 17.37948

K. lactis | A1 At A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
AYpd1 | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco

YPD Promediado (gr)

0.5M

Kl

Ensayo1 | 0.1644 | 0.1398 | 0.4794 | 0.4582 | 0.315 | 0.3184 | 0.2071116 | 0.0031 | 66.81019355
Ensayo2 | 0.1623 | 0.1365 | 0.5165 | 0.4982 | 0.3542 | 0.3617 | 0.2340768 | 0.0031 | 75.50864516
Ensayo3 | 0.1642 | 0.1373 | 0.6477 | 0.6316 | 0.4835 | 0.4943 | 0.3197082 | 0.0044 | 72.66095455

Tabla A3. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa AYpd1 de

K. lactis. Se realizaron tres ensayos independientes para la condicion de

osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracidon de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm.

K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
AHog 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco de peso seco
YPD Promediado (gr)

Ensayo1 | 0.1845 | 0.1543 | 0.2981 | 0.2736 | 0.1136 | 0.1193 | 0.0761412 | 0.0051 | 14.92964706
Ensayo2 | 0.1817 | 0.155 | 0.3091 | 0.2838 | 0.1274 | 0.1288 | 0.0837732 | 0.005 | 16.75464
Ensayo3 | 0.1818 | 0.1583 | 0.3235 | 0.3047 | 0.1417 | 0.1464 | 0.0941946 | 0.0062 | 15.19267742
K. lactis | A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM Glicerol/gr
AHog | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco | de peso seco
YPD Promediado | (gr)

0.5M

KCl

Ensayol | 0.1882 | 0.1607 | 0.3366 | 0.312 | 0.1484 | 0.1513 | 0.0979932 | 0.0028 | 34.99757143
Ensayo2 | 0.1807 | 0.1531 | 0.3418 | 0.318 | 0.1611 | 0.1649 | 0.1065906 | 0.0022 | 48.45027273
Ensayo3 | 0.1808 | 0.1514 | 0.3407 | 0.3132 | 0.1599 | 0.1618 | 0.1051902 | 0.0023 | 45.73486957
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Tabla A4. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa ASIn1 de
K. lactis. Se realizaron tres ensayos independientes para la condicion de
osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracidon de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm.

S. Al A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm . seco Glicerol/gr de
WT YPD Promediado | (gr) Peso seco

Ensayol | 0.1895 | 0.1588 | 0.7057 | 0.687 | 0.5162 | 0.5282 | 0.3414828 | 0.0065 | 52.53581538

Ensayo2 | 0.1642 | 0.1408 | 0.6747 | 0.6605 | 0.5105 | 0.5197 | 0.3368478 | 0.0064 | 52.63246875

Ensayo3 | 0.1652 | 0.1415 | 0.6848 | 0.6694 | 0.5196 | 0.5279 | 0.3425076 | 0.0063 | 54.36628571

S. A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco Glicerol/gr de
WT YPD Promediado | (gr) PESO Seco
0.5MKd

Ensayol | 0.1282 | 0.1087 | 0.6382 | 0.6311 | 0.51 0.5224 | 3.375576 | 0.0037 | 912.3178378

Ensayo2 | 0.1313 | 0.1123 | 0.6346 | 0.6268 | 0.5033 | 0.5145 | 3.32787 0.0038 | 875.7552632

Ensayo3 | 0.1236 | 0.1051 | 0.5425 | 0.5314 | 0.4189 | 0.4263 | 2.763582 | 0.0038 | 727.2584211

Tabla A5. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa silvestre
de S. cerevisiae. Se realizaron tres ensayos independientes para la condicion de
osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracién de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm. Se utilizé una
dilucién 1/10 del sobrenadante final para calcular la concentracién intracelular de
glicerol en las células crecidas en condicién de hiperosmolaridad.

S. Al A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco Glicerol/gr de
AHog Promediado (gr) PESo seco
YPD

Ensayo! | 0.1728 | 0.1457 | 0.3232 | 0.3008 | 0.1504 | 0.1551 | 0.0998844 | 0.0062 | 16.1103871

Ensayo2 | 0.1721 | 0.147 | 0.3209 | 0.2997 | 0.1488 | 0.1527 | 0.0985788 | 0.0065 | 15.16596923

Ensayo3 | 0.1711 | 0.1443 | 0.295 | 0.3149 | 0.1239 | 0.1706 | 0.0961614 | 0.0063 | 15.26371429

S. A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm ‘ seco Glicerol/gr de
AHog Promediado (gr) Peso seco
YPD 0.5M

K
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Ensayo1 | 0.148 | 0.1274 | 0.4146 | 0.3987 | 0.2666 | 0.2713 | 0.1758792 | 0.003 | 58.6264

Ensayo2 | 0.1438 | 0.122 | 0.6051 | 0.5934 | 0.4613 | 0.4714 | 0.3049626 | 0.0029 | 105.1595172

Ensayo3 | 0.144 | 0.1216 | 0.5582 | 0.5781 | 0.4142 | 0.4565 | 0.284592 | 0.0027 | 105.4044444

Tabla A6. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa AHog de S.
cerevisiae. Se realizaron tres ensayos independientes para la condiciéon de
osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicién de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracion de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm.

S. A1 A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco Glicerol/gr de
SIn1TM Promediado | (gr) PESO Seco
YPD

Ensayol | 0.1298 | 0.1108 | 0.3367 | 0.3225 | 0.2069 | 0.2117 | 1.368678 | 0.002 | 684.339

Ensayo2 | 0.1265 | 0.1074 | 0.3317 | 0.317 | 0.2052 | 0.2096 | 1.356264 | 0.0017 | 797.8023529

Ensayo3 | 0.1297 | 0.1092 | 0.3245 | 0.3109 | 0.1948 | 0.2017 | 1.296348 | 0.0018 | 720.1933333

S. At A1 A2 A2 AA AA mM Glicerol | Peso mM
cerevisiae | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm | 334nm | 340nm seco Glicerol/gr de
SIn1TM Promediado | (gr) PESO Seco
0.5M KCI

Ensayol | 0.1386 | 0.1187 | 0.2505 | 0.2328 | 0.1119 | 0.1141 | 0.738954 | 0.0014 | 527.8242857

Ensayo2 | 0.1352 | 0.1153 | 0.248 | 0.2317 | 0.1128 | 0.1164 | 0.749376 | 0.0014 | 535.2685714

Ensayo3 | 0.1351 | 0.114 | 0.2411 | 0.2288 | 0.106 | 0.1148 | 0.721752 | 0.0015 | 481.168

Tabla A7. Determinacion del contenido de glicerol intracelular de la cepa SIn1TM de
S. cerevisiae. Se realizaron tres ensayos independientes para la condicién de
osmolaridad neutra (YPD) y tres mas para la condicion de hiperosmolaridad (0.5M
KCl). Se determino la concentracién de glicerol promediando la concentracién
obtenida para la diferencia de absorbencia a 334nm y a 340nm. Se utilizé una
dilucién 1/10 del sobrenadante final para calcular la concentracién intracelular de
glicerol en todos los ensayos.
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