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RESUMEN

En S. cerevisiae, la via de respuesta al estrés osmético HOG, es una ruta de sefializacién que
permite a las células generar una respuesta adaptativa de supervivencia ante un aumento
en la osmolaridad del medio extracelular. Esta via se encuentra formada por dos ramas de
sefializacion, la rama de SInl y la rama de Hkr1/Msb2-Shol; ambas ramas de sefializacion
son capaces de desencadenar fosforilacién e internalizacién nuclear de Hogl. En el nlcleo,
Hogl regula la transcripcion de genes y la progresidon del ciclo celular. Esto permite a la
célula responder y adaptarse a condiciones hiperosmaoticas. En este estudio se muestra que
la inactivacién de ambas ramas a nivel de Sskl y Stell respectivamente, provoca que la
célula no pueda responder adecuadamente al estrés hiperosmotico. Sin embargo, en estas
condiciones, Hog1l es fosforilado y transportado al nucleo, lo que sugiere la existencia de un
mecanismo alternativo de activacidon en Hogl. En la mutante ssk1Aste11A, Hogl fosforilado
no se asocia a cromatina y tampoco activa la transcripcién de genes de respuesta a
osmoestrés. En esta mutante Hogl también es incapaz de inducir la produccion de glicerol
al nivel de la cepa silvestre. La inactivacion de la fosfatasa Ptp2 induce una recuperacién
moderada del crecimiento de la mutante ssk1Aste11A en medios hiperosmdticos. Aun
cuando Hogl se fosforila en la mutante ssk1Aste11A en condiciones de estrés, no es capaz
de regular el ciclo celular. Todas estas observaciones indican que la fosforilacién de Hogl
por mecanismos que no son canodnicos no es suficiente para desencadenar una respuesta

protectora al estrés hiperosmético.



ABSTRACT

Yeast cells respond to hyperosmotic stress by activating the high-osmolarity glycerol (HOG)
pathway, which consists of two branches, Hkrl/Msb2-Shol and SInl, which trigger
phosphorylation and nuclear internalization of the Hogl mitogen-activated protein kinase.
In the nucleus, Hogl regulates gene transcription and cell cycle progression, which allows
the cell to respond and adapt to hyperosmotic conditions. This study demonstrates that the
uncoupling of the known sensors of both branches of the pathway at the level of Ssk1 and
Stell impairs cell growth in hyperosmotic medium. However, under these conditions, Hogl
was still phosphorylated and internalized into the nucleus, suggesting the existence of an
alternative Hogl activation mechanism. In the ssk1Aste11A mutant, phosphorylated Hogl
failed to associate with chromatin and to activate transcription of canonical
hyperosmolarity-responsive genes. Accordingly, Hogl also failed to induce glycerol
production at the levels of a wild-type strain. Inactivation of the Ptp2 phosphatase
moderately rescued growth impairment of the ssk1Aste11A mutant under hyperosmotic
conditions, indicating that downregulation of the HOG pathway only partially explains the
phenotypes displayed by the ssk1Aste11A mutant. Cell cycle defects were also observed in
response to stress when Hogl was phosphorylated in the ssklAste11A mutant. Taken
together, these observations indicate that Hogl phosphorylation by noncanonical upstream

mechanisms is not enough to trigger a protective response to hyperosmotic stress.



1.- INTRODUCCION

1.1 Saccharomyces cerevisiae y su entorno variable.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular eucarionte ubicuo. Su genoma
contiene 12 156 677 pares de bases (pb), 6275 marcos de lectura abiertos (ORF) y 16
cromosomas; se estima que el 23% de su genoma es similar al genoma humano. El ciclo de
vida de S.cerevisiae se alterna entre células haploides y diploides. No obstante, ambos tipos
celulares son estables y se pueden reproducir de forma asexual mediante mitosis y divisién
por gemacion; sin embargo, el apareamiento sexual sélo ocurre entre las células haploides
de distintos sexos (tipo sexual a y tipo sexual a). Cuando las células a y a se aparean
generan una sola célula, en la cual ocurre una fusién de nucleos, formando un diploide
estable que es capaz de reproducirse asexualmente. Cuando las condiciones exteriores son
desfavorables para las células diploides entran a una fase de division meidtica lo que
produce cuatro esporas haploides, dos de las cuales seran de tipo sexual a y las otras dos de

tipo sexual a [1].

S. cereviciae vive como saprofito en plantas y materia animal. Como fuente de energia y
carbdn cataboliza azucares, polioles, alcoholes, acidos organicos y aminoacidos. La levadura
se encuentra constantemente expuesta a un ambiente altamente variable de temperatura,
de pH, de radiacién, de disponibilidad del oxigeno y de nutrientes y especialmente a
cambios en la actividad del agua y en la concentracion de solutos [2]. La actividad de agua se
define como el potencial quimico del agua libre en solucidn. Los organismos para sobrevivir
a cambios repentinos en la actividad del agua han desarrollado mecanismos de respuesta de
adaptacion en los que participan: canales de membrana, la actividad de sensores, osmolitos

compatibles, iones, proteinas que transmiten la sefal, etc [3].

En un ambiente isotdnico, los organismos mantienen una menor actividad del agua en el
citosol y en sus organelos que en la del medio circundante, por lo tanto, la célula conserva

un volumen celular apropiado y la cantidad adecuada de agua libre y de agua unida a



moléculas para la correcta funcién celular. En estas circunstancias se mantiene un estado
estable entre la presién osmoética y la presidon de turgencia [3, 4]. Sin embargo, cuando las
condiciones del medio extracelular son hiperosméticas, la célula pierde agua reduciendo asi
su tamano. Para hacer frente al aumento de la osmolaridad, las células inician un complejo
programa de adaptacion que incluye entre otras cosas una interrupcién temporal del ciclo
celular, ajustes en los patrones de transcripcion y de traduccién, y modificaciones en la
sintesis y en la retencién del glicerol. Estas respuestas de adaptacion se regulan
principalmente por la via de sefializacion de HOG (del inglés High Osmolarity Glycerol). El

elemento central de la via de HOG es la MAP cinasa (MAPK) Hog1 [5, 6].

Las cascadas de MAP cinansa se encuentran presentes en todas las células eucariontes.
Estas cascadas se activan por una variedad de estimulos que inducen respuestas especificas
adaptativas. La cascada de MAPK se forma por tres cinasas que se activan secuencialmente:
una MAPKKK activa a una MAPKK fosforilando los residuos de Ser y Thr que se encuentran
en su sitio de activacién. La MAPKK activada fosforila a los residuos de Thr y Tir que se
encuentran en el sitio de activacién de la MAPK. Una vez activa la MAPK fosforila varios
sustratos para transmitir efectivamente la sefial. La MAPKKK puede ser activada por la

fosforilacién de una MAPKKKK 6 por la union de proteinas activadoras (Figura 1) [7].
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Figura 1. Esquema de las cascadas de MAP cinasas (MAPK). La MAPKKK puede ser activada por la
fosforilacion de una MAPKKKK o por la unién de proteinas. Cinasas son activadas en secuencia por la
fosforilacion de sitios especificos (Ser, Thr, Tir). Figura Modificada de Saito, Y. Posas., 2012 [6].

1.2 La via de HOG.

La fosforilacion y la activacion de Hogl es controlada por dos ramas, la rama de Sinly la de
Shol, las cuales convergen sobre la MAPKK Pbs2 (Figura 2) [8]. La rama de SIn1l es mas
sensible a cambios osmadticos y puede activar completamente a Hogl en ausencia de la
rama de Shol [9]. La rama de SIn1 es controlada por el osmosensor SInl (Figura 2A); SInl es
una proteina homologa al osmosensor EnvZ de los sistemas de dos componentes de las
bacterias. SIn1 detecta cambios de tension en la membrana y/o cambios en la presion de
turgencia [10]. SIn1, Ypd1 y Ssk1 forman un sistema de fosforelevo similar a los sistemas de
dos componentes de procariontes [11]. La histidina cinasa (HK) SIn1l es una proteina de
1,220 aminoacidos que en condiciones isotonicas se autofosforila en la His-576 de su
dominio de histidina cinasa. Este fosfato es luego transferido al Asp-1144 del dominio
receptor (REC) que se encuentra en la regiéon C-terminal de la misma proteina. En el N-
terminal, SIn1 cuenta con dos segmentos transmembranales, un asa y una region de union,
[12]. El grupo fosfato del Asp-1144 en el dominio receptor de SInl, es transferido a la His-64
de Ypdl que es una proteina histidina cinasa de fosfotransferencia (HPt). Ypdl es una
proteina de 167 aminoacidos; el grupo fosfato de Ypd1 se transfiere posteriormente al Asp-
554 que se encuentra en el dominio receptor (REC) de la proteina reguladora de la
respuesta Sskl [13]. Sskl es una proteina de 712 aminodcidos que bajo condiciones
isoténicas se encuentra fosforilada, sin embargo, cuando la levadura se expone a
concentraciones altas de osmolaridad externa la transferencia de grupos fosfatos se ve
interrumpida, por lo tanto, Ssk1 se desfosforila y de esta manera induce la activacion de las
proteinas paralogas y redundantes Ssk2 y Ssk22 [11, 14]. La unién de Sskl1 con Ssk2 induce
un cambio conformacional en Ssk2, promoviendo la exposicion del dominio catalitico que en
condiciones normales se encuentra inhibido por su dominio auto-inhibitorio (AID). El
dominio catalitico promueve entonces la autofosforilacion de Ssk2 [14]. Las proteinas
cinasas Ssk2 y Ssk22 interaccionan con Pbs2 mediante la presencia de un sitio especifico de
acoplamiento en Pbs2 localizado en la regidn N-terminal [15]. Esta interaccion estimula la

fosforilacion de Pbs2 en los residuos Ser-514 y Thr-518. Una vez que Pbs2 se fosforila, se
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activa y esto promueve su asociacién con Hogl fosforilando la Thr-147 y la Tir-176 que se
encuentran en el asa de activacién. Esto induce finalmente la internalizacién nuclear de
Hogl que modula la respuesta transcripcional al estimulo hiperésmotico (Figura 2A y 2C)

[16].
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Figura 2. Esquema de la via de HOG. La via de HOG se activa por condiciones hiperosmoéticas; dos
ramas, Shol y SInl, detectan estas condiciones. (A) La rama SInl mediante Ssk1 activa a Ssk2 y
Ssk22. (B) La rama Sho1l esta compuesta por cuatro proteinas transmembranales, Opy2, Hkrl, Msb2
y Shol. En la membrana plasmatica, la proteina G pequeia Cdc42 y la proteina cinasa Ste20 activan
el complejo formado por Ste50, Stell, y Pbs2. Las ramas Shol y SInl convergen en Pbs2, que sirve
como andamio para Stell, Ssk2, Ssk22 y la Hogl. (C) Hogl activado se internaliza en el nucleo e
induce la transcripcién de genes, la produccién de glicerol y la detencion del ciclo celular. Cuando
Hogl se inactiva se transporta de regreso al citoplasma. Las proteinas responsables de la
inactivacién de Hogl son las proteinas fosfatasas de tirosina y de treonina. Ptp2 y Ptp3, inactivan a
Hogl por la desfosforilacion del residuo de Tir, mientras que las fosfatasas Ptcl, Ptc2 y Ptc3
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desfosforilan el residuo de Thr. (Las flechas indican un flujo de sefial positiva, mientras que las barras
romas representan una regulacion negativa).

En presencia de un estrés hiperosmatico, la respuesta de la rama de Sho1l es iniciada por los
osmosensores transmembranales de mucina Msb2 y Hkrl (Figura 2B) [17]; estos
osmosensores de mucina conectan al interior de la célula con la matriz extracelular. La
activacién de la via de Hogl por Msb2 requiere de la proteina de andamiaje Bem1l y del
citoesqueleto de actina. Bem1 se une al dominio citoplasmatico de Msb2 para reclutar en la
membrana a las cinasas Ste20 y Cla4. Posteriormente estas cinasas activan la MAPKKK
Stell. El dominio citoplasmatico de Hkrl también contribuye a la activacidon de Stell por
Ste20, pero a través de un mecanismo que no involucra a Beml ni al citoesqueleto de
actina. El co-osmosensor Shol también interacciona con Msb2 y Hkrl promoviendo la unién
de Ste20, Clad y la proteina G pequeiia Cdc42 [18]. Shol también recluta en la superficie
celular a Stell y a Pbs2 [19]. Shol y Pbs2 interactian a través de una regién rica en prolinas
gue se encuentra alrededor de la posicion 96 en el N -terminal de Pbs2 y a través del
dominio SH3 localizado en el C- terminal hidrofilico de Shol [8, 20]. Stell se localiza en la
membrana a través de la proteina adaptadora Ste50 que a su vez se une a la proteina Opy2

(Figura 2B).

Una activacion eficiente de Pbs2 por Stell parece requerir ademas de su localizacion en la
membrana, el acoplamiento directo o indirecto entre ambas. Se sabe que Stell/Pbs2,
Ste11/Shol, y posiblemente Opy2/Shol se unen una a la otra formando complejos [20-22].
Esto quiere decir que se requieren interacciones multiples entre los complejos
Opy2/Ste50/Stell y los complejos Shol/Pbs2 para la eficiente activacion del sistema. La
exitosa ejecucién del programa de sefalizacién conduce eventualmente a la disociacién del
complejo, aparentemente por la fosforilacion de Pbs2 y la fosforilacion de Hogl, y quizas

también por el cambio conformacional de Pbs2 debido a la unién con el ATP [23].

1.3 Internalizacidn nuclear de Hogl y activacion de genes de osmo-respuesta

El transporte de Hog1l al nucleo se relaciona con la fosforilacién dual de Hogl en la Thr-174 y
la Tyr-176 (Figura 2 C). También depende de la actividad de la GTPasa Ran (Gsp2) y de la
importina Nmd5p (karyopherin-beta homolog) [24,25]. La localizaciéon nuclear de Hogl es

necesaria para regular la expresidn de genes que codifican para las enzimas involucradas en
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la sintesis de glicerol. Estas enzimas son, las glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (Gpd1) y las
glicerol-3 fosfatasas (Gppl y Gpp2). Los genes que codifican para estas enzimas se sobre-
expresan en estrés hiperosmotico, mientras que su inactivacion genera una alta sensibilidad
al estrés [26]. El glicerol es sintetizado a partir de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) por dos
etapas enzimaticas: en la primera etapa las glicerol 3 fosfato deshidrogenas (Gpd1/Gpd2)
reducen a la DHAP usando NADH como agente reductor; en la segunda etapa las glicerol-3
fosfatasas (Gpp1/Gpp2), remueven el grupo fosfato del glicerol-3-P para generar glicerol

[27-29] (Figura 3).

La acumulacion de glicerol durante una respuesta adaptativa al estrés también utiliza otros
mecanismos como el control del flujo de glicerol a través de la membrana plasmatica. Para
esto hay dos proteinas importantes. La primera es el simportador Stl1 que transporta
glicerol y protones simultdaneamente. El gen STL1 se sobreexpresa significativamente de
manera dependiente de Hogl y en respuesta a un estrés hiperosmético. El simportador Stll1
contribuye a la acumulacidn intracelular de glicerol importandolo del medio exterior [30]. La
segunda proteina es Fpsl que ayuda a aumentar la concentracion intracelular de glicerol.
Fpsl es un canal transmembranal de la familia de las acuaporinas. En respuesta a estrés

osmético el poro de Fpsl se cierra para mantener el glicerol intracelular [31].

La activacion de Hogl durante un estrés hiperosmadtico también afecta la regulacion de
genes que participan en procesos de antioxidacion y de destoxificacion [32, 33]. Los genes
involucrados en los mecanismos antes mencionados forman parte del metabolismo redox,
de la funcién mitocondrial, y de la biosintesis de compuestos antioxidantes como lo son la
TRX2 (Isoenzima tiorredoxina citoplasmatica), la CTT1 (Catalasa citosodlica T), la GRE3 (Aldosa
reductasa) y la SOD2 (Manganeso superdxido dismutasa). También se regulan los genes
HSP12, HSP104 y HSP42 los cuales codifican chaperonas que protegen a la célula del dafio

por acumulacién de proteinas desnaturalizadas [34-36].

Cuando la célula se recupera del estrés hiperosmatico por la restauracion del balance iénico
provocado por la acumulacion de glicerol y otros osmolitos [27,37,38], Hogl es
desfosforilado y exportado al citoplasma (Figura 2C). La exportacidon de Hogl requiere la
actividad del homdlogo de importina § XPO1 [39,24]. Las proteinas responsables de la

inactivacion de Hogl son las fosfatasas de Ser/Thr tipo 2C y las fosfatasas de Tir o PTPs. Las
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fosfatasas de Ser/Thr incluye a la Ptcl, a la Ptc2 y a la Ptc3, las cuales desfosforilan la Thr-
174 de Hogl [40,41]. Las fosfatasas de tirosina son la Ptp2 nuclear y la Ptp3 citoplasmatica,
las cuales desfosforilan la Tir-176 [42]. La Ptp2 parece ser la principal fosfatasa responsable
de la desfosforilacién de Hogl y la Ptp3 es mas importante para la desfosforilacién de la
MAPK Fus3 que estd involucrada en la respuesta a feromonas sexuales [43]. Ademas, las
fosfatasas Ptp2 y Ptp3 actian como proteinas adaptadoras de Hogl en el nucleo y en el

citoplasma respectivamente [42].

Otras funciones que desempeiia Hogl en respuesta al estrés hiperosmético es la regulacién
de la expresion de un subgrupo de genes de osmo-respuesta a través de los factores de
transcripcién Hotl, Smpl, Msnl, Msn2 y Msn4 y del represor transcripcional Skol [44-47].
Todos estos factores pueden actuar solos o en combinacidon en varios promotores. Los
factores de transcripcion Msn2 y Msn4 mayormente controlan la induccién de genes ESR
(del inglés Environmental Stress Response) uniéndose a elementos de respuesta a estrés
(STRE) [48,49]. Por otra parte, el factor de transcripcion Hotl regula la expresiéon de un
pequeino subgrupo de genes dependientes de Hogl. Estos genes incluyen a GPD1 y GPP2,
asi como también a STL1 [50,51]. Ademas, el reclutamiento de Hogl al promotor de CTT1

requiere de los factores de transcripciéon Msn2 y Msn4 [52].
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Figura 3. Ruta metabdlica del Glicerol. El Glicerol es sintetizado de un intermediario de la glicolisis,
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), mediante dos reacciones enzimaticas. La primera enzima es
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Gpd1/Gpd2), la cual reduce DHAP usando NADH como agente
reductor. La segunda enzima es Glicerol-3-fosfato fosfatasa (Gpp1/Gpp2), la cual remueve el fosfato
del glicerol-3-P para generar glicerol. Figura Modificada de Saito, Y. Posas., 2012 [6].

1.4 Regulacion del ciclo celular por Hogl

En S. cerevisiae, la progresion del ciclo celular se regula principalmente por la CDK Cdc28
gue promueve la sintesis de ciclinas y la degradacion de inhibidores de ciclinas [53]. Cuando
la célula se encuentra frente algun tipo de estrés como el cambio de pH interno, alta
temperatura, alta osmolaridad, etc; la célula detiene su ciclo celular para adaptarse a esas
condiciones [54-56]. Como el estrés ambiental puede ocurrir en cualquier etapa del ciclo
celular, cada fase del ciclo es regulada por los mecanismos especificos de respuesta a cada
tipo de estrés [57,58]. Cuando la levadura se enfrenta a un estrés hiperosmdtico, por
ejemplo, Hogl induce el arresto celular en la fase del ciclo en que la célula se encuentra al
presentarse el estrés (Figura 4). En otras palabras, Hogl puede arrestar el ciclo celular en
varias fases permitiendo la adaptacion y supervivencia de la célula, antes de reanudar la

progresion del ciclo celular [53, 59].

®

cde2s |

S

( ,’ \\ 61 @ "cdezs )

F\

@O \ ) <

c:;z T %
I v e
S

CIb5/6, \ /

T"' P | cdc28

Tlr-— P

Swel

/

15



Figura 4. Control de la progresion del ciclo celular por Hogl. El complejo Ciclina/Cdc28 es crucial
para el ciclo celular. Hogl activado por osmo-estrés aresta el ciclo celular en varias fases : En la fase
temprana de G1, Hogl inhibe la trascripcién de las ciclinas CIn1, 2 y Clb5; en la fase tardia de G1,
Hogl promueve el retraso de ciclo celular fosforilando a Sicl en la Thr-173; en la fase temprana de S,
Hogl controla la expresion de las ciclinas Clb5,6; en G2, Hogl inhibe la trascripcién de Clb1,2 y
disminuye la formacion del complejo Clb2/Cdc28 por la fosforilacion de Hsll que induce la
acumulacién de Swel.

1.4.1 Regulacién de la fase G1/S en S.cerevisiae.

En levadura, la transicion G1/S es controlada por la participacion de varias ciclinas. En el
inicio de G1, la ciclina CIn3 estd secuestrada en el citoplasma por el factor de retencidn
Whi3 [60, 61]. En la dltima fase de G1, la acumulacién de CIn3 desencadena la fosforilacién
del represor transcripcional Whi5 por la unién de CIn3 con Cdc28 (CIn3/Cdc28) (Figura 5)
[62]. Whi5 fosforilado se disocia del complejo de transcripcion SBF y MBF. Estos factores
entonces activan la transcripcion de las ciclinas CInl, CIn2, CIb5 y Clb6. Las ciclinas CInl y
CIn2 son funcionalmente redundantes; lo mismo las ciclinas de tipo B Clb5 y Clb6. La
formacion de un complejo CIn1,2/Cdc28 estimula la fosforilacion del factor de inhibicién
Sicl, lo que provoca la entrada a la fase S y esto finalmente conduce a la formacion de la

gemay a la divisioén celular.

Sicl no fosforilado se une e inhibe al complejo Clb5,6/Cdc28. Cuando varios residuos en Sicl
son fosforilados por el complejo CIn1,2/Cdc28, Sicl sufre poliubiquitinacion y se degrada
por el proteasoma [63]. La degradacién de Sicl promueve la liberacidon y activacién del
complejo Clb5,6/Cdc28, lo que conduce a la célula a entrar en la fase de sintesis. La
replicacion del ADN se inicia cuando el complejo Clb5,6/Cdc28 fosforila a las proteinas de

replicacion Sld2 y Sld3, las cuales forman parte del complejo de pre-iniciacién (CPI) [64, 65].
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Figura 5. Regulacion de la fase G1/S en S.cerevisiae. El complejo CIn3/Cdc28 fosforila al inhibidor
Whi5 para la transcripcion de las ciclinas (CIn1, CIn2, Clb5 y Clb6). La actividad de CIn1,2/Cdc28
estimula la formacion de la gema y la fosforilacidon del inhibidor Sicl para su poliubiquitinacion. La
degradacion de Sicl remueve la inhibicidn de Clb5,6/Cdc28. Clb5,6/Cdc28 inducen la entrada a S por
fosforilacion de Sld2 y SId3.

1.4.1.1 Regulacion de la fase G1/S por Hogl

Cuando la levadura se enfrenta a un estrés hiperosmatico, Hogl controla la transicién G1/S
mediante dos diferentes mecanismos [53, 66, 67]. En uno de ellos Hogl inhibe Ia
trascripcién de las ciclinas CInl, 2 y CIb5 en la etapa temprana de G1 [60]. En el otro, Hogl
promueve el retraso de ciclo celular fosforilando a Sicl en la Thr-173 de su C-terminal, lo
gue ocurre en la etapa tardia de G1, (Figura 4). La fosforilacion de Sicl por Hogl, inhibe su
ubiquitinacién, lo que resulta en una prolongada inhibicion del complejo Clb5,6/Cdc28. Esto
retrasa la entrada a la fase S y por lo tanto retrasa la replicacion de ADN y la morfogénesis

de la gema [66, 67].

1.4.2 Control de la fase S en S.cerevisiae
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En la etapa tardia de G1 se forma el complejo pre-replicativo (pre-RC), el cual termina de
ensamblarse durante la fase S. En ésta, el complejo de replicacién se une a los origenes de
replicacion. EI complejo replicativo se activa entonces mediante la fosforilacién de la
subunidad Dpb2 de la ADN polimerasa. Esta fosforilacion es producto de la actividad de los

complejos de ciclinas Clb5,6/Cdc28 y del complejo Cdc7/Dbf4 [68, 69].

1.4.2.1 Control de la fase S por Hogl en un estrés hiperosmético

Hogl también es capaz de modular la progresién de la fase S en presencia de estrés
hiperosmotico. Cuando las células se estresan en una fase temprana de S, Hogl controla la
expresion de las ciclinas Clb5,6 (Figura 4). Si las células se estresan en una fase tardia de S,
Hogl interacciona con los componentes del complejo de replicacion y retrasa la
fosforilacion de la subunidad Dpb2 de la ADN polimerasa [59]. Se sabe que una razon por la
cual se retrasa el ciclo celular en la fase S en presencia de osmoestrés es la necesidad de
evitar que la replicacién interfiera con la transcripcion de genes que se requieren para la
adaptacion al estrés. Se ha demostrado que una colision entre la ARN Pol Il y la ADN

polimerasa conduce a una inestabilidad gendmica [68, 69].

1.4.3 Control de la fase G2/M en S.cerevisiae

La progresion del ciclo celular de la fase G2 a la fase M depende de las ciclinas mitéticas
Clb1,2 y de la asociacion del complejo Clb1,2/Cdc28 (Figura 6). El complejo
Mcm1/Fkh2/Ndd1 es el encargado de regular la expresidon de CLB1y CLB2 [70, 71]. También,
la progresién del ciclo celular de la fase G2 a la fase M (mitosis) es regulado por el punto de
control morfogenético (MCP). Este modula la organizacién del citoesqueleto de actina, la
organizaciéon del anillo de septinas entre el cuello de la célula madre y la célula hija, el
tamafo celular y el grado de crecimiento de la gema. Cuando hay perturbaciones en estas
funciones se acumula Swel. Swel es una proteina cinasa que actua regulando
negativamente la entrada a la fase M mediante la fosforilacién de la Tir-19 de Cdc28,
inhibiendo asi la formacidn del complejo Clb2/Cdc28 (Figura 6) [72].

Cuando se completa la formacién del anillo de septinas entre la célula madre y la célula hija,
el punto de control morfogenético recluta en el cuello de la gema a un complejo de proteina

cinasas dependientes de septina (Hsl1 y Hsl7). Hsl7 fosforila a Swel, la cual de esta forma se
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degrada. La degradacion de Swel finalmente induce la liberacién del complejo Clb2/Cdc28,

permitiendo la progresion del ciclo celular [73].
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Figura 6. Regulacion de la fase G2/M en S.cerevisiae. Progresion de fase G2 a la fase M depende de
las ciclinas Clb1,2 y de la asociacion del complejo Clb1,2/Cdc28.El punto de control morfogenético
(MCP) en condiciones de estrés induce la acumulacién de Swel. Swel fosforila a Cdc28 inhibiendo la
formacion del complejo Clb2/Cdc28. En la completa formacidn de la gema y del anillo de septinas,
MCP recluta a Hsl1 y Hsl7 para fosforilar a Swel y reanudar la progresién del ciclo celular.

1.4.3.1 Control de la fase G2/M por Hogl

La activacion de Hogl en estrés hiperosmotico induce el arresto del ciclo celular en G2
debido a la disminucién del complejo Clb2/Cdc28. La formacién de éste complejo disminuye
debido a una baja transcripcién de CLB2 [56, 74]. No se conoce el mecanismo por el cual
Hogl regula negativamente la transcripcion de Clb2, pero se sabe que interfiere en la
formacion del complejo Clb2/Cdc28 en el punto de control morfogenético. Hogl recluta y

fosforila a Hsl1 el cual fosforilado promueve la deslocalizacion de Hsl7 del cuello de la gema,
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lo que resulta en la acumulacion de Swel y por consiguiente arresto del ciclo en G2 (Figura
4). En células mutantes que no cuentan con un sitio de fosforilaciéon en Hsl1, Hogl no logra
promover la deslocalizacion de Hsl7, ya que no hay acumulacidon de Swel y en consecuencia

no se arresta el ciclo celular [56,74].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En este estudio encontramos que Hogl se fosforila en respuesta a un estrés osmoético aun
cuando se bloqueen las ramas de SInl y Shol a nivel de las proteinas Sskl y Stell
respectivamente. Sin embargo, en estas condiciones Hogl no puede inducir una respuesta
protectora al estrés hiperosmoético, por lo que en el presente trabajo nos interesa conocer la
respuesta a las siguientes interrogantes: éen la doble mutante ssk1Aste11A Hogl se activa
por un mecanismo alternativo? y épor qué la fosforilacion de Hogl en la mutante

ssk1Astel1A es incapaz de generar una respuesta al estrés hiperosmatico?
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3. OBJETIVOS

1. Determinar la via por la cual Hogl se fosforila en la doble mutante ssk1Aste11A.

2. Determinar por qué en estas condiciones Hogl no induce una respuesta al estrés

hiperosmaético.

3. Evaluar la cinética de fosforilaciéon de Hogl en la mutante ssk1Astel1A.

4. Analizar la localizacion (nucleo/citoplasma) de Hogl en la mutante ssk1Astel11A.

5. Definir el nivel transcripcional de genes de osmo-respuesta en la mutante ssk1Astel1A.

6. Caracterizar el contenido de glicerol en la mutante ssk1Aste11A en respuesta a estrés

hiperosmaético.

7. Determinar el impacto de la fosforilacion de Hogl en la regulacion del ciclo celular en la

mutante ssk1Astell1A.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas

Para los experimentos en E. coli se utilizd la cepa DH5a. Las cepas de S. cereviciae que se

utilizaron para todos los experimentos se muestran en la Tabla 1. Las dobles, triples y

cuadruples mutantes se obtuvieron mediante la insercidon por recombinacion homdloga de

genes de resistencia o de auxotrofia mediante la estrategia de reemplazo por PCR [75].

Tabla 1.

Genotipo relevante

Referencia

W303-1A MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 F.Posas
W1 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 Este estudio
ssk1A::KanMX
W2 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 Este estudio
stel1A::KanMX
W3 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 Este estudio
ssk1A::KanMX stellA::natMX
BY4741 MATa his34 1 leu2A 0 metl15 AO ura3 A0 EUROSCARF
deletion library
BY4742 MATa his3A 1leu2 A0Ilys2A0ura340 EUROSCARF
deletion library
BY1 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A0 pbs2 A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY2 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 hogl A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY3 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY4 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A0 stell A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY5 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 ptp2 A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY6 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 ptp3 A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY7 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 ptcl A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY8 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0shol A::KanMX EUROSCARF
deletion library
BY9 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
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AzxznatMX

BY10 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 ssk2 A::KanMX ssk22 Este estudio
A::KanMX

BY11 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 ssk1 A::KanMX stell Este estudio
A::natMX hogl A:: URA3

BY12 MATa his3 A 1 leu2 A 0 metl5 A 0 ura3 A O ssk1A::KanMX stell Este estudio
A:natMX ptp2 A:: hph

BY13 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A0 A sskl A::KanMX Este estudio
stell A::natMX ptp3 A:: URA3

BY14 MATa his3 A 1 leu2 A 0 metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A::natMX ptcl A:: URA3

BY15 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A::natMX shol A:: URA3

BY16 MATa his3 A 1 leu2 A 0 metl5 A 0 ura3 A 0 ssk1 A::KanMX stell Este Estudio
A:natMX sinl A:: URA3

BY17 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este Estudio
A:natMX ptp2 A: hph ptp3 A:: URA3

BY18 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A O ura3 A 0 ssk2 A::KanMX ssk22 Este estudio
A::KanMX stell A::natMX

BY19 MATa his3A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 ssk2 A::KanMX ssk22 Este estudio
A::KanMX shol A:: URA3

BY20 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A O ura3 A0 hogl A::KanMX/pRS416 Este estudio
-URA3

BY21 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A0 hogl A::KanMX/ pRS416 Este estudio
-HOG1-GFP - URA3

BY22 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A:natMX hogl A:: pRS416-URA3

BY23 MATa his3 A 1leu2 A O metl5A0ura3 A0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A:natMX hogl A:: pRS416-HOG1-GFP-URA3

BY24 BY4742 MATa his3 A 1 leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0/Yep363-LEU2 Este estudio

BY25 BY4742 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0/Yep363- pSTL1- Este estudio
lacz

BY26 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A::natMX/ YEp363-LEU2

BY27 MATa his3 A 1 leu2 A O metl5 A0 ura3 A 0 sskl A::KanMX stell Este estudio
A::natMX/ YEp363- pSTL1-lacz

BY28 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A0 ura3 A 0 hogl A::KanMX/ Este estudio
YEp363-LEU2

BY29 MATa his3 A 1leu2 A0 lys2 A 0 ura3 A 0 hogl A:KanMX/ Este estudio

YEp363-- pSTL1-lacZ
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4.2. Oligonucleoétidos

Los oligonucleétidos que se utilizaron para generar por PCR los diferentes amplificados que
se usaron durante este trabajo estan enlistados en la Tabla 2. Los productos de PCR se
emplearon para generar las mutantes de delecién mediante recombinacién homéloga. Los
oligonucleétidos de recombinacién cuentan con una zona de homologia al gen que se
interesa reemplazar (letras mayusculas), y una regién complementaria al vector que se usé
como molde para amplificar el marcador de resistencia o de auxotrofia (letras minusculas).
Las letras en negritas representan sitios de corte de enzimas de restriccién. La tabla 2

también muestra los oligonucleétidos utilizados para verificar el reemplazo del cada gen

mutado.
Tabla 2.

ScHOG1_ ura3 pAG60 Fw GGAACAAAGGGAAAACAGGGAAAACTACAACTATCGTATATAATA
gtttagcttgecttgteccc

ScHOG1_ ura3 pAG60 Rv CATCAAAAAGAAGTAAGAATGAGTGGTTAGGGACATTAAAAAAAC
ACGT cgttttcgacactggatggc

ScHOG1 + 15 Fw ATGACCACTAACGAGGAAT

ScHOG1 +1308 Rv TTACTGTTGGAACTCAT

ScPTP3_ ura3 pAG60 Fw GTATCTCCCTTCTCCATCAGCAACACAGATCTACTTATCATATAGAA
C gtttagcttgccttgtcccc

ScPTP3_ ura3 pAG60 Rv GTTTCGTATTAATAAAATAGAGATCAAATACATTCATATTAGCCTAA
cgttttcgacactggatggce

ScPTP3 - 42 Fw CCCTTCTCCATCAGCAACAC

ScPTP3 +2957 Rv CTCCAAGGGTAGTGGTAGCA

ScSHO1_ ura3 pAG60 Fw AACAGAATCGCTAAAAGAAAGGGCGTGTTATTAACAGTAGCCAAC
C gtttagcttgccttgtcccc

ScSHO1_ ura3 pAG60 Rv CCTACAATTACAGAACTATATTCTTCAAAACATTACTGTAGAGGGTC
cgttttcgacactggatggce

ScSHO1 - 686 Fw GCATCATATCTTGTCGCC

ScSHO1 +1452 Rv AATGTGCCGACTTATGGCC

ScPTP2_ hph pAG32 Fw GTGCTATTAATAGTTTACAATAAAATAGGATCGACGTTGCTATTG
gtttagcttgecttgteccc

ScPTP2_ hph pAG32 Rv TATCAAAACGAAAAGTGTTTGTATAATAGGAGAAAAACAATTCTA
cgttttcgacactggatggce
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ScPTP2 - 304 Fw

AATACGCGCCTGCTTTATGGAAC

ScPTP2 +2554 Rv

GAACGAAGTTGGAGTGGTGATAACG

ScPTC1_ura3 pAG60 Fw

TACTTCATATATCATTTAGGCACTGCATTTATCTTTTAAAAATCATTA

TAgtttagcttgccttgtcccc

ScPTC1_ ura3 pAG60 Rv

ATATCTCTATGTCTATGCATAATTTTTGCGCGGTTTATAACGGATCC

TTCcgttttcgacactggatggc

ScPTC1-378 Fw

CATCTGAGAGGGTTTGTTGTCC

ScPTC1 +1459 Rv

TGACTTGTAAACCGTGTTGTGC

ScSLN1_ ura3 pAG60 Fw

TAAGAACACGTTGGGTATAATCTACTTTGTTTTGATTTAACAATACA

A gtttagcttgecttgtcccc

ScSLN1_ ura3 pAG60 Rv

GGTGGTATTACGCGCAAGCTTTTGATTTCTCTTACTATTCTTGGTTG

T cgttttcgacactggatggc

ScSLN1-439 Fw

TAGAGCGTATTCCGACGACTTC

ScSLN1+4049 Rv

TTGGCTTCCAAGTACAACTGTG

ScSTL1 BamH1_promoter Fw

CGAGCGACCTggatccACTAATCCATATTC

ScSTL1 promoter_LACZ RV

cgacgttgtaaaacgaccatGGTCTAAAACTTTCTATGTTC

LACZ_STL1 promoter Fw

gaacatagaaagttttagaccATGGTCGTTTTACAACGTCG

LACZ Sacl Rv

CATCCAGTGCAGgagctcGTTATCGC

4.3. Plasmidos

Todos los plasmidos usados en este estudio se encuentran enlistados en la Tabla 3.

Tabla 3.

‘ Plasmido
pRS416

Descripcion
Vector centromérico de levaduras, con un
marcador de URA3 y un SCM derivado del
pBLUESCRIPT Il

Fuente
[76]

pRS416-HOG1-GFP

Clonacién del ORF GFP y el NUF2 UTR 3’ del
pPS934 dentro de los sitios Xholy Kpn1 del
pRS416. HOG1 (-490 al coddn de
terminacién) fue amplificado por PCR
usando oligonucleétidos que remplaza el
coddn de terminacidn por el sitio Xho1. El
producto se clono en el sitio de Xho1 de pRS-
GFP para generar HOG1-GFP

[24]

YEp363

Vector episomal de levadura con un
marcador LEU2, para fusiones con LacZ

[77]

YEp363- pSTL1-LACZ

Amplificacién de promotor de STL1 (-937 al
coddn de ATG); fusion del promotor STL1 al
gen LACZ de Ecoliy, por ultimo, clonacién

Este estudio
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dentro del vector episomal YEp363 usando
los sitios BamH1 y Sacl

pAG32

Este plasmido contiene el gen de HPH de
Klebsiella pneumoniae, que codifica para la
higromicina B fosfotransferasa, la cual
confiere resistencia al antibidtico
higromicina B en levaduras transformantes.

(78]

pAG60

Este plasmido contiene el gen de URA3 de
Candida albicans, y confiere prototrofia de
uracilo en levaduras que presentan una
auxotrofia.

(78]

pGEM

Vector linealizado, con una Timidina 3'-
terminal en ambos extremos. Los T salientes
mejoran la eficacia de ligacién de productos
de PCR, y evitan la recircularizacion del
vectory.

Promega

4.4. Anticuerpos utilizados

Para los ensayos de Western blot, inmunoprecipitacion de la cromatina (Chip) y phos-tag

SDS/PAGE gel se utilizaron los anticuerpos enlistados en la Tabla 4

Tabla 4.
Blanco Anticuerpo Dilucidn usada ‘
Hogl Anticuerpo Hogl (yC-20) primario monoclonal de ratén contra el 1: 5000
clon A-8 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Se utilizd
para el analisis de Hog1 total por Western Blot.
Hogl Anticuerpo phospho-p38 MAPK (Thr 180/Tir 182) (Cell Signaling 1: 10 000
fosforilado | Technology). Detecta niveles endégenos de fosforilacién en Thr
180 y Tir 182. Se utilizd para el analisis de Hogl fosforilado por
Western Blot.
Hogl-HA | Anti-HA anticuerpo monoclonal de ratéon (Thermo Fisher 1:20000
Scientific). Se utilizd para el analisis de inmunoprecipitaciéon de la
cromatina (Chip).
Ssk2-TAP anti-PAP policlonal de cabra (Sigma-Aldrich). Se utilizé para el 1:500
analisis de Mn2+ -Phos-tag SDS/PAGE gel.
Anticuerpo | Anticuerpo de cabra anti conejo IgG (H+L) ,el anticuerpo cuenta 1:10 000

secuendario

con la acoplada peroxidasa de rabano (invirogene). Se utilizé para
el analisis del Hog1 fosofrilado y total por western Blot.
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4.5 Antibidticos, acidos, inhibidores y colorantes

Todos los antibidticos, dacidos, inhibidores y colorantes usados en este estudio se

encuentran indicados en la Tabla 5.

Tabla 5.

Reactivo
G418
(geneticina)
(Sigma)

Descripcion
antibiético aminoglucésido que bloquea la sintesis de polipéptidos y la
elongacion de proteinas por la inhibicion del complejo 70s y 80s ribosomal. Se
usé en cepas de levadura para seleccionar, seguir y mantener la resistencia a
Kanamicina del gen de E. coli KanMx. A una concentracidn final de 100 ug/mL.

Higromicina B
(A.G Scientific)

antibiético aminoglucésido que inhibe la sintesis de proteinas en bacterias y
levaduras. Se usé en cepas de levadura para seleccionar y mantener la
resistencia a higromicina del gen de Streptomyces Hygroscopicus hph. Se usé a
una concentracion final de 400 ug/mL.

Nourseothricin

antibiético aminoglucésido producido por la especie de Streptomyces. Inhibe

(Sigma) la sintesis de proteina por la induccidon de una errdnea codificacidon. Se usé en
cepas de levadura para seleccionar y mantener la resistencia a Nourseothricin
(NatMX4). A una concentracidn final de 200 ug/mL.

Ampicilina Derivado de la penicilina, es un antibidtico B-lactamico, que inhibe la sintesis

(Sigma) de la pared celular en las bacterias, por la inactivacion de las transpeptidasas
en la superficie interna de la membrana celular bacteriana. Se usd para
seleccionar bacterias transformadas con vectores que les confieren resistencia
a la Ampicilina. A una concentracién final de 100 ug/mL.

Hidroxiurea Inhibidor de la enzima ribonucledtido reductasa, reduce la produccion de

(Sigma) desoxirribonucleétidos lo que induce de rupturas de doble cadena. Se usé
para sincronizar células en S.

Nocodazol Agente antineopldsico, inhibe la polimerizaciéon de los microtiubulos. Se usé

(Sigma) para sincronizar células en G2/M.

5FOA Acido 5-fluorotico (5FOA), analogo del uracilo que es téxico para las levaduras

(Sigma) URA3 + pero no para las mutantes ura3. Se usd a concentraciones finales de
1g/L.

TCA Acido tricloroacético (TCA),se usé para precipitar y fijar proteinas en analisis de
western blot.

PCA Acido perclérico (PCA), se usé para la desproteinizacién de muestras biolégicas
mediante la remocién de proteinas y la estabilizacion de pequefias moléculas
de analitos como el glicerol. Nosotros lo usamos para la cuantificacion de
Glicerol intracelular.

ONPG Es un sustrato colorimétrico para B -galactosidasa. La hidrélisis de 2-
Nitrophenyl B-D-galactopyranoside (ONPG) mediante la enzima -
galactosidasa da como resultado la liberacién de galactosa y un compuesto
cromogénico amarillo.

SYTOX Green | Tincion de contraste verde fluorescente para cromosomas y nucleo,
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(Molecular
Probes)

impermeable para las células vivas, lo que la convierte en un indicador util de
las células muertas en una poblaciéon: excitacion/emision (504/523 nm), uso
con laser de iones de argdon 488 y, funciona con células de mamiferos,
bacterias gram-positivas, gram-negativas y levaduras. Se usé como tincién en
el andlisis del ciclo celular.

Bradford
(SIGMA)

Usado para determinar la concentracién de proteinas en solucion. El
procedimiento consiste en la formacién del complejo entre el colorante azul
brillante, y la proteina en solucion. El complejo proteina y colorante, causa un
cambio en la absorcién del colorante de 465 a 595 nm. La cantidad de
absorcién es proporcional a la proteina presente. La concentracién lineal va de
0.1-1.4 mg/ml de proteina, usando BSA como proteina estandar.

DAPI
ThermoFisher

4 6- Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI), es un colorante
cromosémico y nuclear que emite fluorescencia azul tras unirse a los pares de
AT del ADN. Aunque el colorante es un impermeabilizante celular, unas
concentraciones mas elevadas pueden entrar en las células vivas.

Solucién de Utilizamos pepsina a una concentracion final de 5 mg/ml, hidroliza solo los
Proteasa péptidos unidos, pero no hidroliza enlaces éster ni enlaces de amina. Esta
proteasa se uso para el analisis del ciclo celular de levaduras.
RNasa A Nucleasa que degrada RNA de cadena sencilla (ssRNA). La RNase solution se
(Sigma) usé a 2 mg/ml.

4.6. Medios de crecimiento

Todos los medios de crecimiento usados en levadura y bacterias se encuentran enlistados

en la Tabla 6.
Tabla 6.
Medio Preparacion
YPD 1 % de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% glucosa. En el caso de
medios solido se agregd 2% de Agar.
YPD + NaCl 1 % de extracto de levadura, 2% de peptona, 2% glucosa, NaCl de acuerdo
con la molaridad requerida para cada experimento.
YEP 1% de extracto de levadura, 2% de peptona.
Minimo SD 0.17% de base nitrogenada de levadura (YNB) sin aminodcido ni sulfato de
amonio, 0.5 % de sulfato de amonio, 2% glucosa.
Completo SC Medio SD suplementado con los aminodcidos leucina, triptofano,

histidina, metionina, aspartato, treonina y las bases nitrogenadas adenina
y uracilo. Las concentraciones finales se describen en [79]. Para medios
sélidos se agregd 2% de Agar.

Completo SC + FOA | Medio SC suplementado con 1g/L 5-FOA, con la mitad de la concentracion

de uracilo (10 mg/L). El 5-FOA se agregd al medio estéril cuando la
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temperatura del medio se atempero.

LB Extracto de levadura al 0.5%, triptona al 1%, NaCl al 1%. Cuando fue
necesario se suplementé con 100 ug/ml de ampicilina después de

esterilizar. Medio usado para el crecimiento de E. coli

4.7. Condiciones de crecimiento

En todos los casos, las células se crecieron a una temperatura de 30°C. Para el crecimiento
en medio sdlido, las cajas petri se incubaron durante 72 h y se escanearon. Los cultivos en
medio liquido se incubaron el tiempo requerido en cada ensayo y con agitacién constante.

Las bacterias recombinantes se crecieron a 37°C durante 24 h.

4.8. Ensayos de sensibilidad en caja

Las células se crecieron hasta una densidad de 1 ODggonm, Yy S€ hicieron diluciones sucesivas
de 1:10. 5 pl de cada dilucion se depositaron en cajas con YPD y con diferentes

concentraciones de NaCl. Las cajas se incubaron a 30° por 72 h y se escanearon.

4.9. Fusion del promotor STL1 al gen LACZ

Para determinar la actividad especifica de B-galactosidasa en presencia de estrés
hiperosmético, el gen de LACZ se clond bajo el control del promotor del gen STL1. La fusién
STL1-LACZ se subclond en el vector YEp363 de la siguiente manera: Para la amplificacion del
promotor de STL1 se usé ADN gendmico como molde. Se amplificd un producto de 957 pb
utilizando el oligonucledtido [ScSTL1 BamH1_promoter FW (-937)
CGAGCGACCTggatccACTAATCCATATTC(-907)] con un sitio BamHI y el oligonucleétido
hibrido Rv, el cual contiene una region complementaria al promotor de STL1 (-21 pb rio
arriba de la secuencia codificante) y otra regién complementaria a gen de LACZ (+18pb a
partir del ATG de LACZ), el nombre y la secuencia del oligonucleétido es la siguiente: ScSTL1
promotor_LACZ RV [5’cgacgttgtaaaacgaccatGGTCTAAAACTTTCTATGTTC 3’]. Posteriormente
se amplifico el gen de LACZ de E.coli usando el vector YEp363 como DNA molde, se usé el

oligonucleétido hibrido (LACZ STL1 promotor FW)
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[5'gaacatagaaagttttagaccATGGTCGTTTTACAACGTCG3'] y el oligonucleétido
[(+1915)CATCCAGTGCAGgagctcGTTATCGC(+1941)] que contiene un sitio Sacl. El producto
de PCR es de 1965 pb.

Los fragmentos de PCR de 957pb y el de 1965 pb se unieron mediante una PCR de fusién
utilizando la enzima Phusion ® High-Fidelity DNA Polymerase. El tamafo de la fusidn fue de
2,922pb; la banda se purificd y posteriormente se ligd al vector pGEM-T para su
secuenciacion. La fusién STLI1-LACZ se obtuvo a partir de la clona de pGEM-T mediante

digestion con las enzimas BamH1 y Sacl, y se subclond en el vector YEp363.

4.10. Western-blot y extraccidon de proteinas

Las células se colectaron durante la fase media exponencial de crecimiento, unas células se
trataron con 0.8 M NaCl y otras no. Se tomd un 1ml de cultivo de cada muestra para fijarlo
con 300 pul de TCA (acido tricloroacético) al 85% durante 5 min. Se retird el sobrenadante y
se lavo el pellet 2 veces con agua destilada estéril para eliminar los restos de TCA. Se
agregaron 100 ul de perlas de vidrio a cada muestra, asi como 500 pl del amortiguador de
lisis (250Mm Tris pH 6.8, 0.5M DTT, 10% SDS, 20% Glicerol y 0.5% Azul bromofenol). Cada
muestra se agité en el vortex durante 5 min y posteriormente se calenté a 95°C durante 5

min.

Los extractos celulares se separaron en geles de poliacrilamida-SDS (10%) y se transfirieron
a membranas de PVDF (0.45 uM millipore, Billerica, MA). Posteriormente, las membranas se
bloquearon durante una hora en PBS 1X, leche en polvo 6%, y Tween 20 0.05%. Las
membranas bloqueadas, se incubaron por 1 hr a temperatura ambiente en PBS 1X, y Tween
20 0.1%. A esta mezcla se agregd el anticuerpo primario policlonal anti-Hogl (yC-20)
(Biotecnologia, Santa Cruz), 6, el anticuerpo primario monoclonal especifico anti-Phospho-
p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (Cell Signaling Technology). Para la deteccién se usé el
anticuerpo secundario (anti-conejo) acoplado a peroxidasa de rdbano (Zimed). Finalmente

se visualizo con sustrato de peroxidasa de rabano (Millipore Corporation).
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4.11. Northern Blot

El andlisis de expresion génica se hizo mediante northern-blot. Para esto las células se
cultivaron en YPD hasta alcanzar la fase exponencial. Las células se trataron con 0.8 M de
NaCl durante diferentes tiempos. Se extrajo RNA total mediante la técnica convencional de
Trizol. El RNA se corrié en condiciones desnaturalizantes en geles de agarosa y se transfirio a
membranas de Nylon. La deteccidn de los transcritos se hizo mediante sondas de DNA de los
genes de interés marcadas con [a-**P]dCTP. Las sondas gue se utilizaron fueron: CTT1 (1,7
kb), STL1 (1,7 kb), ALD3 (1,5 kb) y ENO1 (1,3 kb). Las sondas se prepararon con el kit de
marcaje de oligonucledtido Prime-It Il (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU)]. La expresion del
RNA se detectd con un phosphorimager (Typhoon 8600, Molecular Dynamics, Sunnyvale,

CA, EE. UU.). Para el analisis se utilizé el software IMAGEQUANT (Molecular Dynamics).

4.12. Determinacidn de la Actividad de B-galactosidasa

4.12.1. Obtencion del extracto celular

Se crecieron los cultivos en medio SD-Leu hasta una DOgyo 0.7. Una alicuota del cultivo se
tratd con 0.8 M de NaCl. Posteriormente las células se colectaron por centrifugacién. El
pellet se lavd dos veces con agua destilada fria y se resuspendié en 500 ul del amortiguador
de extraccion (solucién de fosfatos 1M (K;HPO,4, KH,PO,4), EDTA 0.1M y DTT 1mM). A cada
muestra se le agregd 100 pl de perlas de vidrio y se agitaron en vortex durante 1 min (5
repeticiones). Por ultimo, las muestras se centrifugaron durante 20 min a 4 °Cy se colecté la

fase acuosa para su analisis.

4.12.1.1. Ensayo de B-galactosidasa

En una placa de microtitulacion se agregd 1.5 pl de cada muestra y se aforé con 15 pl con el
amortiguador de extraccién. A cada muestra le agregamos 135 ul de amortiguador Z
(NazHPO, 0.06M, NaH,P0O, 0.04M, KCI 0.01M, MgS0O,4 0.001M) mas 1mM de DTT. Se incubd
la placa de microtitulacion a 30°C por 5 min y se inicio la reaccién agregando 30 pl de ONPG
(2- Nitrophenyl B - D galactopyranoside). Se anoté el tiempo exacto en el que se le afiadi6 el
ONPG, se incubd la placa hasta observar la presencia de un color amarillo en las muestras,

posteriormente se procede a detener la reaccién con 75 ul de Na,COs, anotando el tiempo
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exacto en el cual se detuvo la reaccion. Por ultimo, la placa de microtitulacidon se midi6 a
una DO4z0nm €N un lector de Elisa. La actividad especifica de B -galactosidasa se expresd en
nanomoles de o-nitrophenol producidos por minuto por miligramo de proteina. La proteina
se midio por el método de Bradford, usando albimina sérica bovina para generar una curva

patron.

4.13. Determinacidn de glicerol intracelular

4.13.1. Preparacion del extracto libre de células

Las células de 10 ml de muestra se expusieron a 0.8 M de NaCl por 40 min, posteriormente
se colectaron por centrifugacion a 5000 r.p.m. (30°C), se lavaron una vez con 0.5 M de Tris-
HCI (pH 7.5). El pellet se resuspendié en 700 ul de 0.5 M Tris-Hcl (pH 7.5) y se calenté a 95 °C
por 15 min, seguido de una centrifugacién a 3000 r.p.m a 4 °C por 15 min. El sobrenadante
fue desproteinizado con 0.1 ml de 4cido perclérico (0.5 mol/l), y posteriormente
centrifugado a 3000 rpm, a 4 °C durante 15 min. Al sobrenadante se la ajusté el pH a 9-9.5
con KOH (10 mol/l). El contenido de proteina en el extracto fue determinado por el método

de Bradford.

4.13.1.1. Cuantificacidén de glicerol en extractos libres de células

Este método estd basado en la oxidacion del glicerol-3P y en la reduccién de NAD®,
mediante la enzima GPDH (3P- deshidrogenasa) [80]. El incremento de NADH se midid por el
cambio de absorbancia a 340 nm, usando un analizador automatico (Spec Cary 100 UV/VIS).
La mezcla de reaccién estd compuesta de 70 pl del amortiguador (glicina 0.2 mol/I, hidrazina
1 mol/l, MgCl, 2 mmol/l, pH 9.8), 25 pl de NAD" 20 mmol/I, 25 pl ATP 50 mm/I, 10 pl GPDH
(1700 KU/I), 250 pl del extracto celular y 10 ul GK (Glicerol cinasa) (0.85KU/I). Como control

positivo, se usé una muestra de glicerol a una concentracion de 7.5 umol/I.

4.14. geles de Mn2+ -Phos-tag SDS/PAGE

Los cultivos celulares se crecieron hasta la fase media de crecimiento logaritmica,
posteriormente unas células se trataron con 0.8M de NaCl por 5 min. Para la extraccidon de

proteina se tomé un 1ml de cultivo de cada muestra para fijarlo en 300 ul de TCA (acido
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tricloroacético) al 85% durante 5 min, se retird el sobrenadante y se lavo el pellet 2 veces
con agua destilada estéril para eliminar los restos de TCA. Se agregd 100 ul de perlas de
vidrio a cada muestra, asi como 50 ml del amortiguador de lisis (250Mm Tris pH 6.8, 0.5M
DTT, 10% SDS, 20% Glicerol y 0.5% Azul bromofenol), se agité en un vortex cada muestra
durante 5 min y posteriormente se calentaron a 95°C durante 5 min. Los extractos proteicos
fueron separados en geles de poliacrilamida 6%. A los geles se le agregd 10 uM de Phos-tag
(Wako Chemical Industries, Richmond, VA, USA) y 20 uM MnCl,. La electroforesis se corrid a
100V por 3 h a 4 °C, posteriormente el gel se lavd a temperatura ambiente durante 20 min
con el amortiguador de transferencia 1X NuPAGE (Life Technologies, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) suplementado con 20% de etanol, 5 uM de EDTA, 2.5 mM de persulfato
de sodio y 5 mM de bisulfito de sodio. Las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF
(0.45 uM millipore, Billerica, MA) por 2 hr a 4 °C. El nivel de fosforilacién en la proteina Ssk2-
TAP se analizdé por Western blot usando el anticuerpo anti-PAP (Sigma-Aldrich Quimica,
Toluca, México). La proteina Ssk2 etiquetada con TAP se obtuvo de la biblioteca de

S.cereviciae de TAP (Open Biosystems, Dharmacon Co., Lafayette, CO, USA).

4.15. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Los cultivos se crecieron hasta la fase logaritmica temprana, posteriormente las células se
trataron con 0.8M de NaCl y se procesaron por la técnica de ChIP como se describe en [81].
La proteina Hogl etiquetada con HA se inmunoprecipité con el anti-HA. Las células se
trataron con 1% de formaldehido por 20 min a 25°C para producir entrecruzamiento
proteina-DNA. Para evaluar la unién de Hogl a los promotores y al ORF de los genes STL1 y
CTT1 se utilizé PCR en tiempo real usando los siguientes oligonucleétidos: STL1(promotor, -
372/-112; ORF, 1,475/1,575), CTT1 (promotor -432/-302; ORF, 736/836); los numeros vy el
signo (—) representan las coordenadas de ubicacion del oligonucledtido sobre el gen a partir
del ATG. La region telomérica del brazo derecho del cromosoma VI se usé como control. Se
hicieron tres experimentos independientes. El analisis cuantitativo se realizé con el detector
de secuencia (ABI 7700 ViiA7; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La eficiencia de

inmunoprecipitacion se calculd dividiendo la cantidad del producto de PCR en la muestra
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inmunoprecipitada entre la cantidad del producto de PCR en la muestra total. Los datos se

presentan como doble inmunoprecipitacion respecto al control telomérico (ocupacion).

4.16. Microscopia de fluorescencia

Para examinar la localizacion nuclear de Hogl1-GFP, cultivos en fase exponencial se trataron
con 0.8 M de NaCl a diferentes tiempos. Las células se fijaron con 37% de formaldehido
durante 10 min, posteriormente se tifieron con DAPlI 1 mg/ml (4,6-diamidino-2-
phenylindole) durante 30 seg. Las células se lavaron dos veces con 1 ml de PBS 1x para
eliminar el exceso de colorante. Las imagenes se capturaron con el microscopio de
epifluorescencia (Olympus BX51), usando el programa QCapture Pro (version 6.0) software

(Qlmages).

4.17. Ciclo celular y sincronizacion de cultivos

Las células se cultivaron en YPD hasta ODgg 0.7, posteriormente las células se sometieron a
estrés hiperosmotico con 0.8 M de NaCl. Las células se fijaron durante la noche en etanol al
70% a 4°C, posteriormente se lavaron y se trataron con 2 mg/ml de RNasa (SIGMA) durante
2 h a 37°C. Se afiadieron 5 mg/ml de Pepsina (SIGMA) y se incubd durante 45 min. Las
células se tifieron con 1 uM SYTOX Green (Molecular Probes, Thermo Scientific) segin lo
indicado por el proveedor. Por ultimo, las células se sonicaron a poder bajo y se analizaron
en un citémetro de flujo FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.). Se analizaron diez
mil células para cada muestra. Los perfiles de FACS se analizaron con el software WINMDI

2.9 (http://en.bio-soft.net/other/WinMDI.html).

4.17.1. Sincronizacién en fase S con hidroxiurea

Las células se crecieron en YPD a 30°C hasta fase exponencial temprana (0.7 X 10’ células/
ml). Posteriormente, se trataron con 200 mM de hidroxiurea (HU), y se incubaron durante 2
h a 30°C. Las células se lavaron dos veces con YPD para eliminar la hidroxiurea. Las células se
liberaron del arresto resuspendiendolas en YPD o en YPD con NaCl 0.8 M. Se colect6 una
alicuota al tiempo cero, y posteriormente se prosiguié a la toma de muestra cada 15 min

con la finalidad de monitorear la progresidn del ciclo celular.
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4.17.2 Sincronizacién en fase G2/M con nocodazol

Las células se crecieron en YPD a 30 °C, hasta una fase exponencial temprana (0.7 X 10’
células/ml). Posteriormente, se arrestaron con 0.2M de nocodazol, incubando las células
durante 3 h a 30°C. Los cultivos se lavaron dos veces con YPD para eliminar el nocodazol. Por
ultimo, las células se liberaron del arresto resuspendiendolas en YPD con NaCl 0.8 M y sélo
YPD. Se recolectd una alicuota al tiempo cero, y posteriormente se prosiguid a la toma de

muestra cada 15 min con la finalidad de monitorear la progresion del ciclo celular.

4.17.3. Aislamiento de células en fase G1 mediante elutriacion

Para seleccionar células en G1, se usé el método de elutriacién por centrifugacion. En éste
proceso, las células mas pequenas de un cultivo (que se encuentran en G1) se seleccionaron
en un gradiente de sedimentacién. Las células se colocaron en una cadmara dentro de un
rotor giratorio. Debido a la fuerza centrifuga las células se sedimentaron en el fondo de la
camara. El liquido (YEP) que fluye a través de la camara desde el fondo hasta la parte
superior contrarresta la fuerza centrifuga y empuja a las células mas pequefas hacia la
salida de la camara, mientras que las células grandes migran hacia el area de mayor fuerza
centrifuga.

Las células se crecieron en YEP + 2% Rafinosa a 30 °C hasta alcanzar la saturacion del cultivo
(DO 600 de 2-3). El uso de Rafinosa como fuente de carbono, incrementa el porcentaje de
células en G1. Antes de incluir las células, la camara de elutriacién se llené con medio YEP
refrigerado a 4°C. Cuando el sistema se llend de liquido, la centrifuga se encendid. La
velocidad se ajusta a 4000 rpm y la temperatura a 4°C. Una vez que la centrifuga alcanzo las
4000 rpm, la luz estroboscdpica se ajusté de modo que la cdmara de elutriacidn sea visible a
través del orificio de la tapa de la centrifuga. El elutriador se hizo funcionar durante 15 min a
4000 rpm para establecer el gradiente de sedimentacion en la camara. Y por ultimo se bajé
la velocidad de centrifugacion para que las células mas pequefas salgan primero de la
camara. Estas se colectaron y se incubaron en YPD durante 100 min con la finalidad de que
inicien su crecimiento (un paso antes de entrar a S). Las células sincronizadas de esta
manera se crecieron en YPD con o sin NaCl 0.8 M. Se tomaron alicuotas cada 10 min para la

determinacidn de la progresion del ciclo celular.
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5. RESULTADOS

5.1. El estrés hiperosmoético induce la fosforilacion de Hogl en una mutante ssk1Astel1A,

y ésta fosforilacion es dependiente de Ssk2/Ssk22.

El estrés hiperosmético activa la via de HOG que esta compuesta por las ramas de SInl y de
Shol, las cuales convergen en Pbs2 y ésta a su vez fosforila Hogl. Hasta el momento se
acepta que Hogl se activa solo a través de estas dos ramas. Sin embargo, en nuestro
laboratorio observamos que el estrés hiperosmético induce la fosforilacion de Hogl en una
doble mutante sskiAstel1lA en la cual ambas ramas se encuentran interrumpidas. Esto
sugiere que la proteina Hogl puede ser fosforilada por una via no candnica. Con la finalidad
de encontrar cudles son los elementos involucrados en la fosforilacién de Hogl en la
mutante ssk1Aste11A, se construyeron mutantes adicionales de algunos componentes que
participan en las dos ramas (SIn1 y Sho1l) (Figura 7). Primero nos preguntamos si alguna de
las MAPKKKs que forman las vias que activan a Hogl son las responsables de esta
fosforilacion. Para esto construimos las mutantes triples ssk2Assk22AstellA vy
ssk2Assk22AsholA y determinamos la fosforilacion de Hogl en estrés hiperosmético
inducido con 0.8 M de NaCl. Como puede verse en la (Figura 7A) la triple mutante
ssk2Assk22Aste11A carece de las 3 MAPKKKs que participan en ambas ramas. La triple
mutante ssk2Assk22AsholA (Figura 7C) en cambio, solo tiene a la MAPKKK Stell.
Encontramos que sdélo en la mutante ssk1A4ste11A se induce la fosforilacién de Hogl, pero
no en las mutantes hogll, ssk2Assk22Astel1A y ssk2Assk22AsholA (Figura 8A). Estos
resultados indican que la fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1Aste11A depende de Ssk2

y/o Ssk22, y de la presencia de Pbs2.
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Figura 7. Esquema de la via de HOG. (A) Doble mutante ssklAstellA. (B) triple mutante
ssk2Assk22Astel11A. (C)triple mutante ssk2Assk22AsholA. (D) triple mutante sskiAstellAsholA.
(E)triple mutante sskiAstel1Asin1A. (F) cuadruple mutante sskiAstel1Asin1AsholA. En rojo se
muestran las proteinas que fueron mutadas en cada cepa.

Con la finalidad de conocer si los osmosensores Shol o SInl podrian de alguna manera estar
involucrados en la fosforilacion de Hogl; se construyeron las triples mutantes
ssk1Astel1Ashold, ssklAstellAsin1A y la cuddruple mutante ssk1AstellAsin1AsholA
(Figura 7D-F). Encontramos que en estas mutantes persiste la fosforilacion de Hog1 al tratar
las células con 0.8 M NaCl (Figura 8B). Esto nos indica que la fosforilacion de Hogl no
requiere de los osmosensores SInl y Shol, pero si de la MAPKKK Ssk2/Ssk22 y también de
Pbs2.

Para responder a la interrogante de si existe algin componente aun no conocido,
independiente de Sskl y que pueda activar a Ssk2, se analizé el estado de fosforilacién de

ésta ultima en condiciones de estrés. Es importante mencionar que la activacién de Ssk2 en
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condiciones hiperosmodticas depende de su asociacidon con Ssk1. Al unirse Ssk1, Ssk2 se
autofosforila y de ésta manera se activa [82]. El estado de fosforilacidon de Ssk2 lo evaluamos
usando geles Phos-Tag. En este tipo de geles se puede analizar la fosforilacién de una
proteina por el cambio en su movilidad electroforética. Comparamos el estado de
fosforilacion de Ssk2 en la cepa WT y en las mutantes hoglA, ssk1A, ssklAhoglA, y
ssk1Astel1A. Encontramos que, en estrés hiperosmotico, Ssk2 presentdé un cambio de
movilidad en las mutantes ssk1A y ssk1Astel14; indicando que la fosforilaciéon de Ssk2
ocurre aun en ausencia de Ssk1 (Figura 8C). Esto sugiere que Ssk2 puede ser el blanco de

otro factor alin no conocido y cuya unién induce la autofosforilacidon de Ssk2.

La cinética de activacion (fosforilacién) de Hogl varia segun la magnitud del estrés osmético
y con el tiempo de exposicidn al estrés. Con la idea de explorar si la fosforilacion de Hogl en
la mutante ssk1Astel11A ocurre de manera similar a la de la cepa silvestre, evaluamos los
efectos de la dosis y del tiempo de exposicion al estrés. En la Figura 8D puede verse el
efecto de la exposicion durante 5 min a diferentes concentraciones de NaCl. La fosforilacidn
de Hogl en la cepa WT se detectd a partir de 0.2 M de NaCl, y ésta alcanza su punto mas
alto con 0.4 M de NaCl. En esta cepa Hogl se mantuvo altamente fosforilado hasta una
concentracion de 1.0 M de NaCl, a partir de la cual disminuye paulatinamente (Figura 8D).
En la doble mutante ssk1Aste11A, en cambio, Hogl requiere una concentracion mas alta de
NaCl (0.6 M) para ser fosforilado, a 0.8 M se observa la maxima fosforilacion y esta decae

drasticamente a 1.5 M.

El efecto del tiempo de exposicion a estrés se determind con un tratamiento de 0.8 M de
NaCl. En éste caso, se observd que en la cepa WT, Hogl alcanzd su maxima fosforilacién a
los 5 min y permanece invariable hasta los 50 min (Figura 8E). En cambio, en la cepa
ssk1Aste11A la maxima fosforilacién de Hogl que se alcanza en los 5 min permanece en éste
nivel solo hasta los 15 min y a partir de éste tiempo decae paulatinamente (Figura 8E). Estos
datos indican que la cinética de fosforilacién de Hogl en la mutante ssk1AstellA es
diferente a la de la cepa silvestre; por un lado, se requiere un estrés mas fuerte para

fosforilarlo y por el otro es menos estable.
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Figura 8. La fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1Aste11A en presencia de estrés hiperosmético
depende de Ssk2/Ssk22.

(A) Evaluacion de la fosforilacién de Hogl mediante Western Blot; las cepas se trataron con 0.8 M de
NaCl durante 5 min. Hogl fosforilado se detectd con el anticuerpo (phospho-p38 MAPK Thr-174 and
Tir-176), y el Hogl total se observdé usando el anticuerpo (anti-Hogl). (B) El experimento se
desarrollé6 como en A. (C). Evaluacidn de la fosforilacion de Ssk1 mediante geles de Phos-Tag. Ssk2 se
etiquetd con TAP (Tandem Affinity Purification) y se detectd con el anticuerpo anti-PAP. Las células
se trataron con 0.8 M de NaCl durante 5 min (D) Evaluacion por Western blot de la fosforilacion de
Hogl en diferentes concentraciones de NaCl durante 5 min. (E) Evaluacién de la cinética de
fosforilacion de Hogl en el trascurso del tiempo. Las cepas WT y la mutante ssk1Aste11A se trataron
con 0.8 M de NaCl en YPD por los tiempos indicados.

5.2. La inactivacion de SSK1 y de STE11 afecta el crecimiento celular en presencia de estrés

hiperosmético.

Con el objetivo de entender si en la mutante ssk1Astel11A, la fosforilacién de Hogl conduce
a una respuesta adecuada al estrés hiperosmdtico, se hizo un ensayo de crecimiento
mediante diluciones seriadas en placas de YPD con 0.8 M de NaCl durante 72 hrs (ver
materiales y métodos). En este ensayo se incluyeron las mutantes sencillas ssk1A y stel1Ay
como control a la mutante pbs2A. Se observd que el crecimiento de las mutantes sencillas

ssk1A y stellA es igual que el de la WT; esto se explica, porque cada mutante cuenta con la
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rama complementaria (Shol o SInl respectivamente) para activar a Hogl y, por lo tanto, son
capaces de crecer adecuadamente (Figura. 9A). Como es de esperarse la mutante pbs2A en
cambio, presenta una fuerte deficiencia de crecimiento, lo que se explica porque la
activacidon de hogl es totalmente dependiente de Pbs2. La mutante ssk1Astel11A por su
parte, no crece en presencia de 0.8 M de NaCl, no obstante que Hogl se fosforila a ésta

concentracion.

Para determinar el nivel de sensibilidad al estrés de la mutante ssk1Aste11A y compararlo
con el nivel de sensibilidad que presenta la mutante hoglA se evalud su crecimiento en
diferentes concentraciones de NaCl. Se observd que la cepa ssk1Aste11A muestra mayor
sensibilidad que la cepa hogl4, y esto se ve claramente desde una concentracién de 0.3 M
de NaCl (Figura. 9B). Nuevamente, a pesar de que en la mutante ssk1Astel11A el estrés
induce la fosforilacién de Hogl como se menciond anteriormente. Esto indica que la
fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1AstellA no es suficiente para promover una

respuesta adaptativa al estrés hiperosmotico.
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Figura 9. La inactivacion de SSK1 y STE11 afecta el crecimiento celular en presencia de estrés
hiperosmético. (A). Ensayos de crecimiento en gota. La WT y las mutantes pbs24, ssk1A, stellAy
ssk1Astel11A se crecieron hasta la fase logaritmica, se ajusté la OD600=0.5 y se gotearon en cajas de
YPD suplementadas con 0.8 M de NaCl, las cepas se incubaron por 3 dias a 30°C. La BY4741 WT se
crecié como control de crecimiento. (B). Diluciones seriadas logaritmicas (de izquierda a derecha en
cada panel); la WT, hog1A y la ssk1Astel1A se crecieron en YPD con NaCl (0.2 a 1.2 M). Cada caja se
incubo a 30°C por 3 dias.

5.3. La inactivacion de la fosfatasa Ptp2 evita la desfosforilacion prematura de Hogl en la
mutante ssk1Astel11A

Las fosfatasas tipo 2C Ser/Thr (PTCs) y las fosfatasas de tirosina (PTPs) son las encargadas de
desfosforilar a Hogl y de esta manera regulan su actividad. Con el objetivo de evaluar si la
inactivacion de alguna de estas fosfatasas tiene un impacto sobre la respuesta a estrés
hiperosmotico de la mutante ssk1Aste11A construimos mutantes en los genes que codifican
para las fosfatasas PTP2, PTP3 y PTC1. Se indujo estrés hiperosmatico a estas mutantes con
0.8 M de NaCl, y se analizé el nivel de fosforilacién de Hogl. En este caso se observa que la
fosforilacion de Hogl en la cepa WT permanece constante hasta los 50 min y disminuye
gradualmente después de los 60 min (Figura 10A y B). En la mutante ssk1AstellA, en
cambio el nivel de fosforilacion de Hogl es primero similar al de la WT, pero luego
disminuye a partir de los 20 min. En el caso de las triples mutantes ssk1Astel11Aptp3A y
ssk1Astel1AptclA, la fosforilacion de Hogl no presenta cambios con respecto a la mutante
ssk1Astel11A (Figura 10A y B). Esto sugiere que la desfosforilacién prematura de Hogl en la
cepa ssklAstellA, no depende de Ptp3 ni de Ptcl. Sin embargo, en la triple mutante
ssk1Astel1Aptp2A la desfosforilacion de Hogl es marcadamente menos acentuada que en
la cepa sskiAste11A e incluso es similar a la de la cepa WT (Figura 10A y B). Esto sugiere
fuertemente que la fosfatasa Ptp2 desfosforila a Hogl con alta eficiencia en la mutante
ssk1Astel1A. Por otra parte, determinamos el efecto de la inactivacion de las fosfatasas en
el crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl. Observamos que las mutantes sencillas
ptp24, ptp3A y ptclA crecen igual que la cepa WT (Figura 10C). Sin embargo, al mutar los
genes PTP2, PTP3 y PTC1 en la doble ssk1Astel11A, observamos que solo la inactivacion de
Ptp2 produce un incremento en la resistencia a estrés hiperosmoético cuando se compara

con el crecimiento de la mutante ssk1Aste11A (Figura 10D). Estos datos sugieren que al
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menos parte del defecto que tiene la mutante ssk1Aste11A es que en condiciones de estrés

Ptp2 desfosforila eficientemente a Hogl y esto genera cierta sensibilidad.
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Figura 10. Inactivacidon de Ptp2 permite un moderado crecimiento de la mutante ssk1Astel1A en
un estrés osmaético bajo (A). Uso de western blot para el analisis de la cinética en el tiempo de la
fosforilacion de Hogl en la WT y las mutantes ssk1Aste11A, ssk1Astel1Aptp2A, ssk1Astel1Aptp3A 'y
ssk1Astel11AptclA, en presencia de 0.8 M de NaCl (B). Analisis de densitometria del experimento A;
la densidad ajustada de cada banda del western-blot, se calculd dividiendo la densidad real de la
sefial del Hog1 fosforilado entre la densidad real de la sefial del Hogl total. La sefial esta dada por la
cantidad de pixeles de cada banda, considerando el area total y el ruido de fondo; el programa para
el analisis fue el Image Studio Digits Ver 5.0. Los datos corresponden a tres experimentos
independientes (C). Ensayo de diluciones en gota de la WT, la ssk1Astel1A y las mutantes sencillas
hoglA, ptp2A, ptp3A y ptclA en presencia de diferentes concentraciones de NaCl. (D).El
experimento fue realizado como en C.

5.4. Hogl se transporta al nucleo en la mutante sskiAste1lA durante el estrés

hiperosmético.

Se sabe que la fosforilacién de Hogl es necesaria para su importacion al ndcleo y su

desfosforilacion para su exportacion, sin embargo, como se observa en los resultados
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anteriores, la fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1Aste11A decae mucho mas rapido
gue en la cepa WT. Es probable entonces que debido a ésta rapida desfosforilacién (por la
actividad de la Ptp2), el tiempo de permanencia de Hogl en el nicleo en la mutante
ssk1Astel1A sea menor y por ésta razén no sea capaz de inducir una respuesta adecuada al
estrés hiperosmotico. Para responder ésto, evaluamos la localizacidon de Hogl por medio de
la deteccion de la proteina de fusién Hogl-GFP. Para ésto evaluamos la distribucidon
citoplasma/nucleo de Hogl en presencia de 0.8 M de NaCl tanto en la cepa silvestre como
en la mutante ssklAstellA. Se puede observar que después de 5 min de tratamiento
hiperosmoético, Hogl se transporta al nucleo tanto en la cepa WT como en la mutante
ssk1Astel1A (Figura 11 A). La cantidad de Hogl presente en el nucleo es la misma en ambas
cepas hasta los 30 min del tratamiento con NaCl (Figura 11 B). Sin embargo, la cantidad de
Hogl que se encuentra en el nucleo en la cepa WT a los 40 min es 50 % menor que la que se
encuentra en la mutante ssk1Aste11A (Figura 11 Ay B). A los 120 min Hog1l se ha exportado
completamente al citoplasma en la cepa WT, mientras que en la mutante ssk1Aste11A el
75% de la proteina se mantiene dentro del nucleo (Figura 11 A y B). Este resultado sugiere
que la fosforilacion en la doble mutante ssk1Astel1A es necesaria para inducir la
internalizacion nuclear de Hogl, pero que una vez alli, Hogl no se exporta al citoplasma a

pesar de su rapida desfosforilacién.

Para evaluar si Hogl-GFP logra complementar a una mutante hoglA, se analizé el
crecimiento en placa con 0.8 M de NaCl de las mutantes hoglA y ssk1Astel1AhoglA que
expresan la fusion Hogl-GFP (Figura 11 C). Observamos que la mutante hoglA Hogl-GFP
crece igual que la WT (Figura 11 C). Esto indica que Hogl-GFP puede complementar la
ausencia de Hogl. También, evaluamos si Hog1-GFP se expresa correctamente para lo cual
se evalud por medio de western-blot. En la figura 11D se observa no sélo que la fusidn
Hogl-GFP se expresa correctamente, sino que también se fosforila en condiciones de estrés
hiperosmoético tanto en la mutante hoglA como en la mutante ssklAstellAhoglA.
Légicamente, la fusién de GFP a Hogl, aumenta su masa molecular como se observa en el

western blot (Figura 11 D).
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Figura 11. Hogl es internalizado al nucleo en la mutante sskiAste11A en presencia de estrés
hiperosmético. (A). Distribucidén Nucleo/ citoplasma de Hogl en presencia de estrés hiperosmético.
La mutante hoglA y la mutante ssk1Astel1AhoglA se transformaron con el vector pRS416 -Hogl-
GFP, las cepas se crecieron hasta una DOgyp = 0.7 y posteriormente se sometieron a estrés
hiperosmotico 0.8 M de NaCl a los tiempos indicados. Hogl-GFP fue detectado por microscopia de
fluorescencia. Las células se tifieron con DAPI; el color azul representa el nucleo de la célula, y el
color verde indica el Hog1-GFP. (B). Cuantificacion de la distribucion subcelular de Hogl-FGP en la
WT y en la ssklAstel1AhoglA. La proporcion de la fluorescencia entre en nucleo y citoplasma se
determind con el software ZEN Widefield 2012 (n>100 células). Los asteriscos indican las diferencias
significativas de tres experimentos independientes. La ANOVA arrojando un alpha de 0.05 y una p
<0.0001. C. Evaluacion de la funcion del vector pRS416-Hogl-GFP: Se transformaron las mutantes
hoglAy ssklAste11AhoglA con el vector pRS416 (vector vacio) y con el vector pRS416-Hog1-GFP. Se
crecieron las mutantes en 0.8 M de NaCl para evaluar su crecimiento (D). Evaluacién de la proteina
de Hogl en el vector pRS416-Hogl-GFP: Se analizé el Hogl de las mutantes hoglA vy
ssklAste11AhoglA transformadas con el vector pRS416 —Hogl-GFP, mediante western-blot. Se
usaron las cepas WT y la ssk1Aste11A como controles. Las cepas fueron expuestas a 0.8 M de NaCl
en YPD durante 5 min. El estado de fosforilacion de Hogl se midié usando el anticuerpo (phospho-
p38 MAPK Thr-174 and Tyr-176), y el control de carga de la proteina total se midié usando el
anticuerpo (anti-Hog1).
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5.5. La mutante sskiAstel11A no acumula glicerol y no es capaz de unirse a cromatina e

inducir la expresidon de genes de osmo-respuesta.

El estrés hiperosmatico induce cambios en la transcripcidn de varios genes que se requieren
para una adecuada respuesta. Nosotros evaluamos la transcripcion de un grupo de genes
gue aumentan su expresidon en estrés osmaético y que son dependientes de Hogl. Estos
genes son CTT1, STL1, y ALD3. Mediante western blot se detectd que el estrés
hiperosmatico incrementa significativamente la expresion de los tres genes en la cepa WT,
mientras que en la mutante ssk1Aste11A la expresion de los tres es apenas detectable

(Figura 12A).

Adicionalmente, evaluamos la expresidon de un gen reportero de B-galactosidasa regulado
con el promotor del gen de STL1. Stl1 es un transportador de glicerol y su actividad es
dependiente de Hogl y aumenta en respuesta al estrés hiperosmdtico. Mientras que la
expresion del gen reportero se incrementé hasta 5 veces en la cepa silvestre después del
tratamiento con estrés hiperosmoético, en la mutante ssk1Aste11A permanecio en los niveles
basales de expresién (Figura 12B). La expresion de STL1 en la doble mutante fue muy similar
a la expresidon que tiene en una cepa hoglA. Estas observaciones indican que, aunque Hogl
se fosforila y se importa al nucleo en la cepa ssklAstellA, es incapaz de activar la

transcripcidn de genes de osmorespuesta durante el estrés.

A continuacion, nos preguntamos si la deficiencia en la trascripcion de los genes de
osmorespuesta en la cepa ssklAstellA, se debia a la falta de asociacién de Hogl a la
cromatina. Para esto desarrollamos un ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina (ChiP)
con Hogl etiquetado con el epitope HA (Hog-HA) y evaluamos si Hogl se une a la region
promotora y a los ORFs de STL1 y CTT1. Después de 5 min de exposicion al estrés
hiperosmatico, se detecta la union de Hogl tanto al promotor como al ORF de ambos genes
en la cepa silvestre, pero no en la mutante ssk1Aste11A (Figura 12C). La falta de actividad
transcripcional de Hogl en la cepa ssk1Astel11A, se relaciona con su deficiente union al ADN

en estos genes de respuesta a estrés osmatico.
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La produccion y la acumulacién de glicerol es uno de los mecanismos mds importantes para
gue la célula se proteja del estrés hiperosmodtico. Nos preguntamos entonces si la mutante
ssklAstel11A presenta un defecto en la acumulacion de glicerol. Para esto se cuantificé el
contenido de glicerol intracelular en la cepa WT y en las mutantes hoglA y ssklAstellA
después se ser expuestas a 0.8 M de NaCl. Como puede verse en la Figura 12D, en la
mutante ssk1Astel1A la acumulacidn de glicerol es equivalente al de la mutante hoglA vy
equivale a unas 3 veces menos que la acumulacién en la cepa WT. Este resultado
comprueba que en la mutante ssk1Aste11A la fosforilacién de Hogl en estrés hiperosmotico

no induce una respuesta apropiada y explica su alta sensibilidad.
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Figura 12. La mutante sskiAstel11A no acumula glicerol y su Hogl es incapaz de inducir la
expresion de genes de osmorespuesta. (A). La WT y la mutante ssk1Astel11A se crecieron en YPD y
se trataron con 0.8 M de NaCl. El RNA total fue colectado a los tiempos indicados, y el nivel de
expresion de los genes STL1, CTT1 y ALD3 se analizé por northern blot; el gen ENO1 se usé como
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control de carga. (B). Ensayo de actividad de B -galactosidasa; La cepa WT y las mutantes hoglA y
ssk1Aste11A se transformaron con el vector vacio (Yep363-LEU2) y con el vector (Yep363- pSTL1-
LacZ), las células se crecieron en YPD con 0.8 M de NaCl durante 30 min y la actividad especifica se
determind por el método descrito por Miller (ver materiales y métodos). Los valores son el resultado
de tres experimentos independientes. (C). Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChiP), las cepas WT
y ssk1Astel11A expresan a Hogl etiquetado con HA, las células se expusieron a 0.8 M de NaCl por 5
min. La inmunoprecipitacién se realizd usando el anticuerpo anti-HA. La unién a la regién promotora
y el ORF se detectaron por PCR en tiempo real. (D). La WT y las mutantes hogl1A y ssk1Astel1A se
crecieron en YPD con 0.8 M de NaCl durante 40 min. La Determinacién de la acumulacién de glicerol
intracelular se determind por el método de Hans-Ulrich Bergmeyer (ver metodologia).

5.6. La ausencia de los genes SSK1 y STE11 promueve la acumulacion de células en la fase

G2/M del ciclo celular.

En respuesta a estrés hiperosmotico, las levaduras modulan la duracion de las diferentes
fases del ciclo celular para permitir su adaptacidn y supervivencia. Se ha visto que Hogl esta
implicado en la regulacidn de varias fases del ciclo celular. Inicialmente analizamos el efecto
que tiene un tratamiento de estrés hiperosmatico en la progresion del ciclo celular en un
cultivo asincronico de la mutante ssk1Astel1A y lo comparamos con células crecidas en

condiciones iso-osmoticas.

En condiciones normales de cultivo, la distribucién celular en las fases G1, Sy G2/M fue muy
diferente entre la cepa WT y las mutantes ssk1Astel11A, stel11A y ssk1A (Figura 13A). Una
muy pequefia fraccion (10%) de las células de la mutante ssk1Aste11A se encuentran en la
fase G1, mientras que la mayoria de las células se encuentran en G2/M (62%). La misma
distribucién se observo en las mutantes sencillas ssk1A y ste11A. En comparacion, el cultivo
celular de la WT contiene una proporcidn similar de células en G1 (38%) y en G2/M (40%)

(Figura 13A).

Con la finalidad de corroborar si los fenotipos en las mutantes ssk1Aste11A, ssk1A y stel11A
son reproducibles, se analizd el ciclo celular de estas mutantes, pero ahora en el fondo
genético W303. Esta cepa de levadura es la que se usa mas comunmente para el estudio del
ciclo celular (Figura 13B). Como puede verse en la figura la distribucion celular en G1 y

G2/M es muy similar en las cepas de la W303 que en las del fondo genético BY4741. La
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distribucion en la WT fue de 39% en la fase G1 y 40% en la fase G2/M. En la mutante
ssklAstel1A se repite la alta acumulacién de células en G2/M, lo mismo que en las
mutantes sencillas ssk14, y ste11A (Figura 13B). Posteriormente se determind el efecto de
un tratamiento 0.8 M de NaCl en la distribucion celular por fase (Figura 13C). Se observo
que en la cepa WT la distribucidn celular no cambia significativamente con el tiempo de
tratamiento comparada a la condicidon iso-osmdtica. Lo mismo ocurre en la mutante
ssk1Astel1A, esto es, el estrés hiperosmodtico no genera cambios en la distribucidn celular
comparada a la condicién iso-osmdtica y la mayor poblacién celular se encuentra en fase

G2/M (Figura 13C).

Estos resultados sugieren, que la ausencia de los genes SSK1 y STE11, producen una
acumulacién celular en la fase G2/M del ciclo. Este es una observacion muy interesante, ya
gue sugiere que la falta de estas proteinas de la via de HOG repercute en la funcionalidad

correcta del ciclo celular sin importar si la célula se encuentra en un estado isotdnico o

hipertdnico.
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Figura 13. La ausencia de los genes SSK1 y STE11 inducen la acumulacidn del ciclo celular en la fase
G2/M. (A). La WT vy las mutantes ssk1Astel1A, ssk1A y stellA, se crecieron en YPD hasta una
DO0go=0.7, posteriormente las células se fijaron y se tifileron con SYTOX® Green (ver metodologia), el
contenido de DNA se analizé por citrometria de flujo. En el eje Y se representa el contenido celular, y
en el eje X se representa el contenido de ADN: 1C para la fase G1 y 2C para la fase G2/M.(B). Mismo
experimento que A, pero la diferencia es que las cepas provienen del fondo genético W303. (C). La
WT y la mutante ssk1Aste11A se crecieron en YPD con 0.8 M de NacCl. Evaluacién del ciclo celular en
el transcurso del tiempo. La ssk1Astel11A se acumula en G2 en todo el tiempo. Hay que recalcar que
los experimentos A, B y C parten de cultivos asincrénicos.

5.7. La mutante ssk1Astel11A presenta una fase G1 mas rapida que la WT bajo condiciones

isotdnicas, y presenta un retraso en la adaptacidn a estrés hiperosmético.

La acumulacion en la fase G2/M que presenta la doble mutante ssklAstel1A, puede
deberse a dos fendmenos: uno es que la mutante presenta una G1 corta y transitoria y por
lo tanto las células no se acumulan en ésta fase y por ende vemos su acumulacién en G2/M;
el segundo es que la mutante ssk1Aste11A presenta un problema para salir de la fase G2/M.
Con la finalidad de abordar éste problema, medimos las transiciones de fases en células
sincronizadas, con el propdsito de que todas las células empiecen su ciclo celular desde el
mismo punto.

Inicialmente evaluamos la transicidon de las fases del ciclo partiendo de G1. Para esto se
seleccionaron células en esta fase por el método de elutriacion. La elutriacidon permite
estudiar la progresion del ciclo desde G1 sin el uso de drogas que lo interrumpan, por lo que
es un método limpio y muy confiable y consiste en separar y seleccionar células por su

tamaino mediante centrifugacién diferencial (Ver metodologia).

Se separaron células en fase G1 de las cepas WT, ssk1Aste11A, hoglA, ssklA y stellA y se
crecieron en condiciones iso-osmoticas y en condiciones de estrés hiperosmético (0.8 M de
NaCl). Se observé que en condiciones iso-osméticas la salida de G1 fue unos 20 min mas
rapida en la mutante ssk1Astel11A que en la cepa WT (Figura 14A). Después de 50 min,
muchas células de sskl1Astel1lA ya han alcanzado la fase G2/M, mientras la cepa WT

contiene una significante proporcion de células en G1.

En estrés hiperosmotico, observamos que, en la cepa WT el retraso para salir de la fase G1

fue de 60 min, mientras en la mutante ssk1Aste11A este retraso durd cerca de 130 min. El

50



comportamiento de ésta mutante fue muy similar al de la mutante hoglA la cual
permanecié en la fase G1 después del tratamiento hiperosmético (Figura 14A). Al analizar
el comportamiento del ciclo celular de las mutantes sencillas ssk1A y stel11A, observamos
gue en condiciones iso-osmoéticas presentan el mismo comportamiento que el de la WT
(Figura 14B). Sin embargo, fue sorprendente observar, que en presencia de estrés

hiperosmatico el ciclo celular fue similar al de la doble mutante ssk1Aste11A (Figura 14B).
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Figura 14. La mutante ssk1Astel11A presenta una fase G1 mas rapida que la WT bajo condiciones
isotdnicas, y presenta un retraso en la adaptacion a estrés hiperosmotico. (A). Las células fueron
sincronizadas en fase G1 por elutriacién (Ver metodologia). Las células fueron liberadas del arresto
en YPD y en YPD con 0.8 M de NaCl. El ciclo celular se evalué cada 10 minutos en la WT y en las
mutantes ssk1Astel1A y hoglA. Las células se tifieron con SYTOX® green y el contenido de ADN se
analizé por citometria de flujo. (B). El mismo experimento que A, pero para las mutantes sencillas
ssk1A vy stellA.
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5.8. La salida de la fase S en la mutante ssk1Astel11A es equivalente al de la mutante
hog1A en condiciones iso-osmdéticas, y ambas presentan una falta de adaptacidn a estrés

hiperosmético.

Hogl también modula la progresion de la fase S en respuesta a un estrés hiperosmatico.
Con la finalidad de estudiar el efecto del estrés en la fase S de la mutante ssk1Astel1A se
sincronizaron células usando hidroxiurea, la cual inhibe la replicacion del ADN (ver
metodologia). Posteriormente liberamos las células creciéndolas en YPD y en YPD con 0.8 M
de NaCl.

Cuando las células silvestres se trataron con hidroxiurea, las células salieron de la fase S
después de 60 minutos en condiciones iso-osmoticas y la fase G1 se empezo a observar a los
120 min; a los 180 min alcanzaron una distribucion homogénea entre la fase G1 y la fase
G2/M (Figura 15). En cambio, en condiciones iso-osmoticas las mutantes ssk1Astel1A y
hoglA se comportaron de una manera muy similar, esto es, ambas salieron de la fase S 30
min mas rapido que las células WT, y a los 180 min solo un 10 % de la poblacion celular
alcanzé la fase G1.

El estrés hiperosmotico por otro lado retrasé por 30 min la salida de la fase S en la cepa
silvestre y la poblacion G1 aparece hasta los 120 min, alcanzando una distribucidn
homogénea en G1 y G2/M después de 180 min. En cambio, en la doble mutante
ssk1Astel1A y en la mutante hogl4, la salida de la fase S fue aproximadamente 30 min mas

lenta que en la cepa WT, y alin después de 180 min nunca se observo la fase G1 (Figura 15).
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Figura 15. La liberacién de la fase S en la mutante ssk1Aste11A es equivalente al de la mutante
hoglA en condiciones iso-osmdéticas, y ambas presentan una falta de adaptacion a estrés
hiperosmético. Sincronizacion en fase S de la WT y la mutante ssk1Aste11A y hoglA con 200 Mm de
HU (Hidroxiurea) durante 2 hrs. Las células fueron liberadas de la HU y posteriormente
resuspendidas en YPD o YPD con 0.8 M de NaCl. Las células se tifieron con SYTOX® green vy el
contenido de ADN fue analizado por citometria de flujo; presentado como el contenido celular (en el
eje Y) y el contenido de ADN (en el eje X).

5.9. El estrés hiperosmatico retrasa la salida de G2/M en la mutante ssk1Astel1A.

Finalmente estudiamos la ultima etapa del ciclo celular (G2/M), usando nocodazol para
sincronizar las células en esta fase. El nocodazol interfiere con la formaciéon del huso
acromatico en la metafase. Nosotros encontramos que, las células de las mutantes
ssk1Astel1A y hog1Ay de la cepa WT presentan un patrén similar en la salida de ésta fase
en condiciones iso-osméticas, excepto que la mutante hoglA alcanza la fase G1 30 min mas
rapido. En cambio, en la doble mutante sélo se logra apreciar una pequeiia porcion de

células en G1 (Figura 16). En estrés hiperosmético en cambio, la mutante ssk1Astel11A
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muestra un retraso de unos 30 min en progresar a la fase G1 del ciclo celular, comparada
con la silvestre y hasta los 120 min acumula una proporcidn significativa de células en G1.
Las células de la mutante hoglA en cambio, no salen de G2/M hasta los 180 min de
tratamiento (Figura 16).

De estos resultados se infiere que la mutante ssk1Aste11A presenta un defecto para salir de

la fase G2/M, después de un tratamiento hiperosmético.
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Figura 16. Cuando el estrés osmético ocurre en la fase G2/M, la mutante ssk1AstellA retrasa la
progresion del ciclo celular como una mutante hog1A. La WT y las mutantes ssk1Astel11A y hoglA
se sincronizaron en la fase G2/M mediante la exposicion a 0.2 M de nocodazol durante 3 hrs. Las
células se liberaron del arresto en YPD y en YPD con 0.8 M de NaCl. Las muestras se tomaron a los
tiempos indicados y se analizaron por citometria de flujo.
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6. DISCUSION

La fosforilacion de Hogl por mecanismos diferentes de los que involucran a las ramas de
Shol y SInl se encuentran muy poco estudiada. Sélo unos pocos reportes indican que Hogl
puede ser fosforilado por un mecanismo no candnico [83, 84]. Van Wuytswinkel et al, (2000)
observaron experimentalmente, que Hogl es fosforilado en presencia de un muy alto estrés
hiperosmético (NaCl 1,4 M) cuando las ramas Shol y SInl se encuentran inactivas;
observaron también que las células son incapaces de crecer en estas condiciones y que
Hogl ingresa al nucleo de una manera mucho mas lenta que en condiciones silvestres. Asi
mismo, observaron que Hogl es incapaz de inducir la transcripcién de genes de osmo-
respuesta. Otro grupo de investigacion observd que un estrés hiperosmético moderado
Hogl es capaz de inducir la transcripcidon de genes en una mutante ssk1Astel11A, aunque en

menor medida que la cepa silvestre [85].

En otro reporte [84] se observd que Hogl se fosforila en una doble mutante ssk1Aste11A y
gue puede inducir una respuesta transcripcional, la cual, permitié el crecimiento de la doble
mutante en 0.125 M de KCl, pero no en 0.5 M. En éste mismo reporte se observa que la
fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1AstellA fue mas transitoria que en la cepa
silvestre, pero fue suficiente para permitir un crecimiento moderado en un medio con alto
contenido de sorbitol [84]. En el presente trabajo, sin embargo, nosotros ofrecemos una
descripcidn mucho mas precisa de los mecanismos que pueden explicar la duracién de la
fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1Astel11A, y a diferencia de los otros reportes,
explicamos porque en estas condiciones Hogl no es capaz de generar proteccién contra el
estrés. Aqui demostramos que, aunque la fosforilacién de Hogl en la mutante ssk1Astel11A
se da en condiciones de estrés un poco mas altas que en la cepa silvestre, alcanzo niveles
muy similares en tiempos cortos de exposiciéon al estrés. También, describimos que la
fosforilacién de Hogl en la cepa ssklAstel1A es dependiente no solo de la MAPKK Pbs2,
sino también de la MAPKKK Ssk2/22. Sin embargo, esta fosforilacion se da aun en ausencia
de las proteinas que definen a las dos ramas de la via de HOG, SIn1 y Shol. Estos resultados

coinciden parcialmente con los reportados por Maeda et al., 1995 y Zhi, et al., 2013.
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El estrés hiperosmotico induce la fosforilacién de Ssk2 por al menos dos mecanismos
diferentes: EL primer mecanismo incluye la presencia de un sistema de retroalimentacion
negativa que es mediado por Hogl; para esto Hogl fosforila a Ssk2 en respuesta al estrés y
como un mecanismo de atenuacion [86]. El otro mecanismo es la autofosforilacién de Ssk2
provocada por su asociacion con Sskl. Esto ocurre en condiciones normales y por la
activacion de la via de SInl en respuesta al estrés [14]. En el presente trabajo mostramos
que Ssk2 se fosforila en ausencia tanto de Ssk1 como de Hogl y bajo un tratamiento de 0.8
M de NaCl. Estos resultados nos indican que Ssk2 se puede fosforilar por un mecanismo
alternativo, el cual podria consistir en la interaccidén de alguna proteina aln desconocida con
la region del N- terminal de Ssk2. Esta interaccion podria ocasionar un cambio
conformacional en Ssk2 que a su vez favorezca su autofosforilacion y por lo tanto su
activacion. La activacion de Ssk2 en ausencia de Ssk1 no es un fendmeno atipico ya que se
ha observado que el reensamblaje del citoesqueleto de actina, después de un choque
hiperosmodtico requiere de la actividad de Ssk2, pero no de Sski1, [87,88]. Nuestras
observaciones sugieren que, en condiciones hiperosmoticas se forma un complejo en el cual
participan Ssk2, Pbs2 y Hogl y quizas una proteina desconocida y en el cual Ssk2 podria
activarse por autofosforilacion aun en ausencia de Ssk1 y de Stell. En estas circunstancias
Hog1 se fosforila, pero no se activa dptimamente, por lo que no genera proteccidn al estrés.

Esta observacion coincide parcialmente con la de O'Rourke y Herskowitz [89].

Aunque en respuesta a estrés hiperosmdtico Hogl puede ser fosforilado y transportado al
nucleo en la mutante ssk1Aste11A, no es capaz de asociarse con la cromatina, ni puede
desencadenar la expresion de genes de osmo-respuesta y tampoco puede inducir la
acumulacién de glicerol en la célula. Esto sugiere que la asociacidon de Hogl a la cromatina
en la mutante ssk1Astel1A, requiere de factores adicionales que estan ausentes o inactivos
en ésta cepa. Esto explicaria la deficiente respuesta al estrés que se observa en ésta
mutante, y no sélo eso, nuestras observaciones indican que la cepa ssklAstellA es
ligeramente mas sensible a estrés que la mutante hog14, aun teniendo a Hogl fosforilado
durante el estrés hiperosmdtico. Esto puede deberse a la presencia de un fuerte
mecanismo de retroalimentacién negativa ejercido por Hogl fosforilado en la doble

mutante; se sabe que Hogl una vez fosforilado puede regular negativamente a las MAP
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cinasas de otros sistemas como Fus3 y Kss1. Estas cinasas en condiciones particulares, como
lo es en ausencia de Hogl, pueden activarse promiscuamente en condiciones de estrés
hiperosmatico y activar en cierto grado genes de osmo resistencia generando una osmo-
protecciéon muy limitada [89, 90, 99, 100]. En las cepas que tienen Hogl fosforilado como es
el caso de la mutante ssk1Astell esto no ocurriria por la fuerte regulacion negativa que

ejerce Hogl sobre estas MAP cinasas.

Otra probable explicacion, de porque el Hogl fosforilado en la mutante ssk1Astel1A no
puede inducir osmo-proteccidn seria porque puede estar sujeto a una fuerte actividad de las
proteinas fosfatasas. En nuestros experimentos encontramos que sélo la fosfatasa nuclear
Ptp2 tuvo un efecto en la fosforilacion de Hogl en la mutante ssk1Astel1A. El tiempo en
gue Hogl se mantuvo fosforilado aumentd aproximadamente 30 min en la mutante
ssk1Astel1Aptp2A con respecto a la mutante ssk1Aste11A y ésto provocé un ligero aumento
en su resistencia al estrés hiperosmotico. Esta observacion indica que la falta de actividad de
Hogl en la mutante ssk1Astel1A no se debe Unicamente a una fuerte retroalimentacién
negativa dependiente de la Ptp2, y en todo caso, este mecanismo sélo contribuye
parcialmente. El crecimiento de la mutante ssk1Aste11Aptp2A en medio de alta osmolaridad
fue el mismo que el de la mutante hoglA, lo que sugiere que el Hogl fosforilado en el

mutante ssk1Astel1Aptp2A es equivalente a una falta de Hog1l.

En los primeros 30 minutos después de un estrés hiperosmético, el Hogl fosforilado de la
doble mutante presentd la misma cinética de importacidon nuclear que el Hogl de la cepa
silvestre. Sin embargo, a diferencia de una cepa silvestre en la cual Hogl se exporta de
vuelta al citoplasma, en la mutante ssklAstellA una alta proporcion de la proteina
permanece en el nucleo aun a tiempos muy largos. Esta observacién contradice de cierta
manera el hecho de que Hogl en la doble mutante se desfosforila mds rdpido que en la cepa
silvestre y por lo tanto, deberia de salir mas rapido del ntcleo [91, 92]. Esta mayor retencién
de Hogl dentro del nucleo se asemeja a la que presenta una mutante de la proteina que
carece de la actividad cinasa. Se ha visto que esta mutante de Hogl se transloca
normalmente al nicleo, pero alli se retiene por su fuerte asociacién con Ptp2 [24, 42, 93].

Por lo tanto, se puede inferir que la retencion nuclear prolongada de Hogl en la cepa
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ssklAstel1A, es consistente con su falta de actividad en la induccidon de una respuesta

protectora contra el estrés hiperosmaotico.

Una de las actividades de Hogl en respuesta a estrés hiperosmoético es la modulacién del
ciclo celular en sus diferentes fases. Esto es importante para la fisiologia de la célula porque
de esta manera se promueve la adaptaciéon de la célula al estrés sin comprometer la
sobrevivencia de la célula [6,94,95]. La doble mutante ssk1Astel1A tiene alteraciones en el
ciclo celular aun en condiciones iso-osmdticas y tanto la falta de Sskl como de Stell
contribuyen a este fenotipo. Una alta proporcién de células de la mutante ssk1Astel1A se
encuentran acumuladas en las fases G2 / M. Esto se debe a que en ésta mutante la fase G1
es muy corta. En la literatura no hay datos que indiquen que Sskl y Stell participan en la
regulacién de ésta fase del ciclo y como éste defecto se observa en ausencia de estrés, no se
espera que Hogl esté involucrado. El tratamiento con estrés hiperosmético de la mutantes
ssk1Astel1A, ssk1A vy stellA, no presentaron un cambio significativo en cuanto a la cantidad
de células acumuladas en las fases G2/M, muy probablemente porque las células ya

muestran un retraso en esta fase del ciclo celular.

Durante el estrés hiperosmoético Hogl regula transitoriamente la expresidn de las ciclinas de
G1 [60, 95] y fosforila a Sicl que es un inhibidor de la Cdk, lo que resulta en la prolongada
inhibicién de las ciclinas [66, 67], y esto retrasa de forma transitoria la entrada a la fase S.
Eventualmente, una vez que las células han respondido y se han adaptado al estrés
hiperosmatico, se reanuda el ciclo celular y las células ingresan a la fase S [53]. Cuando las
células de la mutante ssk1Astel1A se sincronizan en la fase G1 y posteriormente se someten
a estrés hiperosmadtico se comportan de manera muy similar a las de la mutante hog1A
durante un largo periodo de tiempo. Esto sugiere que, en estrés hiperosmético, Hogl
fosforilado en la cepa ssk1Aste11A no puede regular la transicién G1-S como si ocurre en la

cepa silvestre [66, 94].

Se sabe que Hogl también induce un retraso transitorio en la fase S en presencia de un
choque osmdtico para evitar la replicacion del ADN. Esto se consigue por el retraso que
genera Hogl en la expresion de la ciclina Clb5, y fosforilando directamente a la proteina

Mrcl. Mrcl es una proteina del complejo de replicaciéon del ADN y actia como punto de
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control en la fase S. Mrc1 se fosforila en respuesta al dafio al ADN y se fosforila también por
la accién de Hogl en estrés osmotico. Mrcl fosforilada retrasa la formacién del complejo de
replicacidén y por lo tanto retrasa la entrada a la fase S [69, 60]. Una vez que hay adaptacion
al estrés osmatico, en la cepa silvestre, Hogl disminuye su actividad y aumenta la expresion
de CIb5 lo que promueve la transicidon y la salida de la fase S. En cambio, la mutante
ssk1Astel1A expuesta a estrés hiperosmatico, presenta defectos en esa transicidn, tal como
ocurre con la mutante hog1A lo que sugiere que Hogl fosforilado en la cepa sskiAstel11A es

incapaz de regular la expresion de la ciclina Clb5 y de regular la actividad de Mrc1.

Hogl también se requiere para la regulacion de la transicion de la fase G2 a la fase M y para
la salida de la fase M. Esto lo hace regulando la acumulacidn de la proteina Swel a través de
la fosforilacion de Swel por Hsll. Swel es una proteina cinasa que regula negativamente la
entrada a la fase M porque fosforila a Cdc28, inhibiendo asi la formacién del complejo
Clb2/Cdc28 [72, 74]. Cuando se completa la formacién del anillo de septinas entre la célula
madre y la célula hija, el punto de control morfogenético recluta en el cuello de la gema a
un complejo de proteinas de cinasas dependientes de septina, entre ellas Hsl1 y Hsl7. Hogl
recluta y fosforila a Hsl1 y éste fosforilado promueve la deslocalizacién de Hsl7 del cuello de
la gema, resultando de la acumulacién de Swel y arrestando el ciclo en G2 [73]. Hogl
también, actua indirectamente activando la fosfatasa Cdcl4, la cual promueve Ila
degradacion de ciclinas tipo B y la desfosforilacion de sustratos de CdK lo que en su conjunto
promueve la salida de la mitosis [96, 97]. En éste estudio observamos que la mutante
ssk1Astel11A también presenta defectos en regular la salida de la fase M después de un
estrés hiperosmdtico. En éste caso vale la pena sefalar que Hogl también controla la
expresion de Cdc28 mediante la regulacion de la expresion de un IncRNA. Los RNA largos no
codificantes (IncRNAs) influyen en la expresién genética porque interfieren en la
transcripcién y en la distribucion de los nucleosomas, y modulan el estado epigenético de la
cromatina. Hogl coordina directamente la transcripcion de un IncRNA se encuentra
orientado de manera antisentido al gen de Cdc28 [98]. La regulacidon de Cdc28 parece ser
importante para la entrada al ciclo celular después del retraso causado por el estrés. En la
doble mutante ssk1AstellA muy probablemente, existe una deficiente regulacion
transcripcional de Cdc28 y por consiguiente no puede salir adecuadamente de G2/M vy

progresar en el ciclo celular.
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En éste estudio se proporcionan evidencias de que cuando Hogl se fosforila en una cepa
con una defectuosa conexion con los osmosensores, no es capaz de inducir una respuesta
adecuada al estrés osmatico y las células no pueden adaptarse lo que compromete su
viabilidad. Esto implica que la fosforilacion de Hogl y su ingreso al nucleo no es suficiente y
gue se requiere de otros elementos que promueven su actividad en los procesos de

adaptacion al estrés.
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7. CONCLUSIONES

1. Hogl se fosforila en una mutante ssk1Astel11A en presencia de estrés hiperosmotico,
y su fosforilacion es dependiente de Ssk2/Ssk22.

2. Lainactivacion de SSK1 y STE11 afecta el crecimiento celular en presencia de estrés
hiperosmaético.

3. La fosfatasa Ptp2 participa en la desfosforilacién de Hogl en la mutante ssk1Aste11A
y su Inactivacién permite un moderado crecimiento de ésta mutante en estrés
hiperosmaético.

4. Hogl es internalizado al nucleo en la mutante ssk1Aste11A en presencia de estrés
hiperosmaético.

5. La mutante ssk1Astel11A no acumula glicerol y en ésta cepa Hogl no es capaz de
unirse a cromatina e inducir la expresion de genes de osmo-respuesta.

6. La ausencia de los genes SSK1 y STE11 acorta la fase G1 y genera la acumulacién de
las células en la fase G2/M.

7. La mutante ssk1Astel11A presenta defectos en cada una de las fases del ciclo celular

y de manera general se comporta como una mutante hog1.
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