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Caja de YPD con cultivo de Debaryomyces hansenii. Si, asi en uso...
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RESUMEN

La halotolerancia se define como la capacidad de los organismos, tanto de vivir en
ausencia de sal (NaCl), como también tolerar su presencia; en algunos casos a
niveles elevados. Las especies halotolerantes estan adaptadas para contender
continuamente con ambientes hiperosmoticos, por haber desarrollado estrategias
que son poco comunes en otros organismos. La via de sefalizacion de la MAP
cinasa HOG1 (High Osmolarity Glycerol response) es el sistema maestro que
regula la adaptaciéon celular bajo estas condiciones; sin embargo, en
Debaryomyces hansenii, una levadura halotolerante, su via HOG ha sido
pobremente estudiada, debido a la dificultad de aplicar en esta levadura la
tecnologia convencional de DNA recombinante. En este trabajo, describimos por
primera vez la caracterizacion fenotipica de una mutante nula de HOG7 en D.
hansenii. Al contrario de lo ocurrido en Saccharomyces cerevisiae, una levadura
modelo, halosensible, en la que la mayor parte de las investigaciones se han
hecho, la cepa Dhhog1A obtenida es moderadamente tolerante a NaCl 1 M y
sensible a mayores concentraciones. Bajo un choque hiperosmoético, DhHog1
controla completamente la sobreexpresion de DhSTL1, el simportador glicerol/H*
de membrana plasmatica y parcialmente la de DhGPD1 que codifica para la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Como resultado, el estrés hiperosmotico
conduce a una acumulacion interna de glicerol a largo plazo, pero solo
parcialmente dependiente de DhHog1. Estas observaciones indican que la via
HOG es requerida para la supervivencia bajo alta osmolaridad externa pero
prescindible bajo condiciones de baja y mediana osmolaridad. También se
descubrié que DhHog1 puede regular la respuesta a estrés alcalino (pH= 8.0)
durante condiciones hiperosmoéticas y que desempefia un papel en el estrés
oxidante y en el estrés del reticulo endoplasmico. Tomados en conjunto, estos
resultados proporcionan una nueva vision de la contribucién de esta MAP cinasa
en la halotolerancia de esta levadura.



D. hansenii, microscopio dptico en campo obscuro, 60X.
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ABSTRACT

Halotolerance is defined as the ability of organisms to live in the absence of salt
(NaCl) and to tolerate its presence, in some cases at high levels. Halotolerant
species are adapted to continually contend with hyperosmotic environments,
having developed strategies that are rare in other organisms. The HOG1 MAP
kinase signaling pathway is the master system that regulates cellular adaptation
under these conditions; however, in Debaryomyces hansenii, a halotolerant yeast,
its HOG (High Osmolarity Glycerol response) pathway has been poorly studied,
due to the difficulty of applying conventional recombinant DNA technology in this
yeast. In this work, we describe for the first time the phenotypic characterization of
a HOG1 null mutant in D. hansenii. Contrary to what is known in Saccharomyces
cerevisiae, a halo-sensitive model yeast, in which most of the investigations have
been done, the Dhhog1A strain obtained is moderately tolerant to 1 M NaCl and
sensitive to higher concentrations. Under hyperosmotic shock, DhHog1 completely
controls the overexpression of DhSTL1, the plasma membrane glycerol / H*
symporter, and partially that of DhGPD1 encoding glycerol-3-phosphate
dehydrogenase. As a result, osmotic stress led to long-term internal glycerol
accumulation that was partially dependent on DhHog1. These observations
indicate that the HOG pathway is required for survival under high external
osmolarity but dispensable under conditions of low and medium osmolarity. It was
also found that DhHog1 can regulate the alkaline stress response (pH = 8.0) during
hyperosmotic conditions and that it plays a role in oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress. Taken together, these results provide a new insight
into the contribution of this MAP kinase in the halotolerance of this yeast.



“La Luna Verde” D. hansenii electroporada con piranina para medir

pH interno y observada en el microscopio de epifluorescencia, 60X.
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1 INTRODUCCION

El nicho ecologico de una especie se define por sus requerimientos y por su papel
o funcion en el ambiente. El concepto de nicho ecologico fue introducido por
Grinnell en 1917 y se enfocaba solamente en el requerimiento de un habitat para
que cierta especie sobreviviera y se reprodujera. En 1959, Hutchinson expandio
esta definicion de nicho, al tomar en cuenta los multiples recursos que contiene: el
espacio fisico que ocupa, la temperatura y las condiciones de humedad y la
estacionalidad en condiciones bioticas y abidticas que la zona experimenta, junto
con los requerimientos de alimentacion o las interacciones que una especie lleva a
cabo en conjunto con otras especies (Moore, 2013).

Una poblacion, comunidad o ecosistema, sera estable si puede persistir a
través del tiempo y se puede recuperar de disturbios menores. Un disturbio es
cualquier perturbacion al sistema que ocasiona que cualquiera de las especies o
grupos funcionales se desvien de su estado de equilibrio. Las especies
evolucionan y las comunidades y los ecosistemas cambian. Y aqui actua la
seleccion natural. La seleccion natural es la perpetuacion de genes en
generaciones sucesivas causadas por diferentes grados de adaptabilidad al
ambiente y ademas, en la adaptabilidad de una especie se incluye el grado en que
ésta es compatible con la estabilidad del ecosistema como un todo (Moore, 2013).

1.1 Halofilia y halotolerancia

La vida microbiana se encuentra presente en ambientes con diferentes margenes
de concentracion de sal, desde el agua dulce y marina hasta ambientes
hipersalinos con concentraciones de NaCl cercanas a la saturacion. Hay
microorganismos haldfilos y halotolerantes pertenecientes a los tres dominios de la
vida: Archaea, Bacteria y Eukarya que pueden colonizar exitosamente todo tipo de
ambientes tales como lagos salados o comida salada y pueden alcanzar
densidades poblacionales muy altas. Los haldfilos se caracterizan por necesitar
condiciones salinas para su crecimiento, mientras que los halotolerantes pueden
crecer tanto en medios con salinidad elevada como en ausencia de sal (DasSarma
& DasSarma, 2012). Aquéllos halotolerantes capaces de crecer arriba de 15% de
NaCl (2.5 M) se consideran halotolerantes extremos. Entre los haldfilos, sin
embargo, se pueden distinguir los halofilos ligeros, como muchos organismos
marinos, ya que el agua de mar contiene aproximadamente 3% de NaCl; los
haléfilos moderados, con crecimiento 6ptimo de 3 a 15% de NaCl; los haldfilos
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extremos, con crecimiento optimo a 25% de NaCl, como algunas halobacterias y
los haldfilos extremos al limite o borderline, que requieren forzosamente de al
menos 12% de NaCl para crecer (Margesin & Schinner, 2001).

Dado que las membranas bioldgicas son permeables al agua, las células no
pueden mantener la actividad de ésta en su citoplasma mas alta de lo que esta en
el ambiente salado externo, porque ello ocasionaria una pérdida considerable de
agua hacia el exterior. Por ello, cualquier microorganismo que vive en
concentraciones elevadas de sal debe mantener su citoplasma al menos isotdnico
con respecto al ambiente extracelular.

Existen dos estrategias fundamentales en el ambiente microbiano que
permiten a los microorganismos contender con el estrés osmaotico inherente a la
presencia de una concentracion elevada de sal: (i) las células mantienen una
concentracion intracelular alta de sal, al menos osméticamente equivalente a la
concentracion externa (la estrategia “salt-in”) y por lo tanto, todos los sistemas
intracelulares deben estar adaptados a dicha estrategia; por ejemplo, enzimas
tolerantes a la sal con caracteristicas especiales, como un alto porcentaje de
aminodcidos acidos y pocos aminoacidos hidrofobicos. (ii) Las células mantienen
una baja concentracion de sales (la estrategia “salt-out”); la presion osmética del
medio es entonces balanceada con solutos compatibles organicos (Oren, 1999).
Los solutos compatibles puedes ser sintetizados por el propio microorganismo o
pueden ser internalizados del exterior cuando estan disponibles. Esta estrategia
no requiere de proteinas especialmente adaptadas. Los solutos compatibles se
definen como aquellos que a altas concentraciones (en el orden de molar),
permiten el funcionamiento adecuado de las enzimas. La naturaleza quimica de
estos es variada, desde polioles como el glicerol y arabitol, azucares como la
trehalosa y sacarosa, aminoacidos y aminas cuaternarias como la glicina betaina.
La caracteristica comun es que son de bajo peso molecular, solubles en agua con
0 sin carga o zwitteridnicos a pH fisiolégico (Oren, 1999).

Cualquiera que sea la estrategia utilizada para contender con el estrés
hiperosmotico, es obvio que la vida en altas concentraciones de sal es muy
costosa desde el punto de vista energético. Ya se trate de establecer y mantener
un gradiente importante de Na* y K* a través de la membrana celular o de la
biosintesis de grandes cantidades de compuestos organicos compatibles, ambos
son mecanismos que implican un gasto de energia para la célula.

1.2 Levaduras marinas

Las levaduras en ambientes marinos pueden provenir de la erosion o acarreos
producidos por las corrientes de agua superficiales o también encontrarse
asociadas a la fauna y flora acuatica de los océanos. En los ultimos 40 afos, se
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han reunido suficientes evidencias para establecer que las levaduras que han sido
aisladas del medio ambiente marino son parte constitutiva de la poblacién
microbiana marina, por lo que se les puede considerar como “levaduras marinas”.
En ellas se incluye a todas aquellas capaces de constituir y perpetuar poblaciones
en el medio marino, o aquellas cuya reproduccion y crecimiento ocurren
preferentemente en el mar, o cuyas condiciones éptimas son las concentraciones
normales de sales en el mar, entre 2.4 - 4 % de cloruro de sodio (0.41 M a 0.68 M
de NaCl) (Ochoa & Vazquez-Juarez, 2004).

Los estudios pioneros sobre levaduras marinas, fueron realizados en
Suecia por el grupo de Norkrans, quienes investigaron si levaduras del género
Debaryomyces, Pichia y Candida eran capaces de reproducirse en medios
alcalinos, con alta concentracion de NaCl y baja temperatura (Norkrans, 1966).
Las especies de levaduras marinas se encuentran asociadas a ambientes ricos en
materia organica, de donde se han aislado desde la superficie del mar hasta
profundidades de 4000 m. Pueden asimismo soportar las tres caracteristicas
principales del agua de mar: la salinidad, alrededor de 0.6 M de NaCl; el pH,
cercano a 8.0 y la temperatura, que depende de la profundidad y la ubicacién
geografica (Kandasamy, Alikunhi, & Subramanian, 2012).

La salinidad del agua de mar promedio tiene una composicion definida
donde abundan seis iones (CI, Na*, Mg?*, SO4%, Ca?* y K*); sin embargo, puede
haber habitats donde predomina algun i6n, como ocurre en los estuarios, las
lagunas salobres, donde el sodio es uno de los principales; en esos habitats estan
presentes microorganismos halofilos y halotolerantes. Son varios los géneros de
levaduras encontrados en el agua de mar, entre los que se pueden mencionar a
Aspergillus, Candida, Debaryomyces, Exophiala, Rhodotorula, Sporobolomyces y
Yarrowia; su importancia ecoldgica radica, al menos en parte, en que participan en
el reciclaje de la materia organica en el océano. Ademas, son utiles como fuentes
de reactivos biologicos, proteina unicelular, vitaminas, pigmentos y probioticos y
algunas de ellas pueden ser patdgenas (Ochoa & Vazquez-Juarez, 2004).

Los hongos haldfilos segun Gunde-Cimerman y colaboradores, se pueden
definir como aquellos que se se pueden aislar en medios salinos selectivos a partir
de ambientes con una salinidad de mas del 10% y que se pueden cultivar in vitro
en medios con un minimo de 17% de NaCl (2.9 M) (Gunde-Cimerman, Ramos, &
Plemenita$, 2009). Por otro lado, si son aislados de un medio con menor salinidad,
pero son capaces de sobrevivir in vitro a una concentracién de 17% de NaCl, son
definidos como halotolerantes (Musa, Kasim, Nagoor Gunny, & Gopinath, 2018),
donde Debaryomyces hansenii podria clasificarse sin duda alguna.
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1.2.1 La levadura Debaryomyces hansenii

1.2.1.1 Generalidades

Debaryomyces hansenii (Fig. 1.1) se considera una levadura no convencional, es
decir, que no es ni Saccharomyces cerevisiae ni Schizosaccharomyces pombe y
pertenece a los ascomicetos. Es una levadura que originalmente fue aislada del
agua de mar en Suecia (Norkrans, 1966), por ello, es un modelo de organismo
eucarionte muy utilizado para investigaciones sobre estrés salino. D. hansenii
puede soportar concentraciones de sal de hasta 4 M, pero dado que es capaz de
vivir en ambientes marinos, también resiste valores de pH elevados. El agua de
mar tiene un pH aproximado de 8 y como se menciond anteriormente, tiene
ademas una concentracion de NaCl que va de 0.41 a 0.68 M.

La capacidad de D. hansenii de contender con tan alta concentracion de sal es
el resultado de varias propiedades que funcionan concertadamente. Estas
incluyen una homeostasis particular del sodio y el potasio (Norkrans, 1966, 1968),
la composicién de su membrana citoplasmatica (Turk, Montiel, Zigon, Plemenitas,
& Ramos, 2007), la presencia de transportadores de cationes y de glicerol (Lages,
Silva-Graga, & Lucas, 1999; Martinez, Sychrova, & Ramos, 2011; Michan et al.,
2013; Prista, Almagro, Loureiro-Dias, & Ramos, 1997; Prista, Michan, Miranda, &
Ramos, 2016; Ramos, Arifio, & Sychrova, 2011), la resistencia de algunas de sus
enzimas al estrés salino o la induccidén de su expresion por altas concentraciones
de sal (Alba-Lois et al., 2004; Chawla, Kundu, Randhawa, & Mondal, 2017;
Guerrero et al., 2005; Minhas et al., 2012; Sharma, Meena, Aggarwal, & Mondal,
2005) y la optimizacion de las vias de obtencion de energia por la presencia de sal
(Cabrera-Orefice, Chiquete-Félix, et al., 2014; Cabrera-Orefice, Guerrero-Castillo,
Diaz-Ruiz, & Uribe-Carvajal, 2014; Calahorra, Sanchez, & Pefa, 2009; Sanchez,
Calahorra, Gonzalez-Hernandez, & Pefa, 2006; Sanchez, Arreguin, Calahorra, &
Pefa, 2008), entre otras caracteristicas.

En cuanto al efecto de los cationes monovalentes en D. hansenii, el grupo
de Lucas estudié el efecto del Na* o el K" sobre algunos parametros de
crecimiento y la respiracion y fermentacion, sin encontrar diferencias significativas
con ambos iones (M. L. Neves, Oliveira, & Lucas, 1997). En el mismo afo, se
reportd que mientras S. cerevisiae es inhibida por Na* y por Li*, D. hansenii s6lo
es afectada por Li*; ademas que concentraciones relativamente altas de NaCl (0.5
M) mejoraron el crecimiento de D. hansenii (Prista et al., 1997). Concentraciones
mas altas de NaCl o KCI (1.5- 2.0 M) disminuyen el crecimiento, pero este efecto
parece ser mas bien debido a un efecto osmaético no especifico.
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Figura 1.1 Microfotografia electronica de barrido de células de Debaryomyces hansenii.
Unidad de Imagenologia del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. La barra indica la escala de 1
pum.

Los niveles de ATP son mas altos en células cultivadas en NaCl 1 M que en
KCIl 1 M (Thomé-Ortiz, Pefa, & Ramirez, 1998), lo que habla de la preferencia por
la sal de sodio de esta levadura. Se ha visto que el Na* protege de factores de
estrés adicionales; mientras que S. cerevisiae se adapta mejor a pH acido o a alta
temperatura, D. hansenii muestra un mejor comportamiento a pH elevado o
temperaturas elevadas en presencia de sal (Almagro et al., 2000).

D. hansenii es ademas criotolerante (resistente a temperaturas bajas) que junto
con su capacidad para soportar altas concentraciones de sal, son caracteristicas
de importancia para su papel en algunos procesos agro-alimenticios; se utiliza en
la fabricacion y maduracién de embutidos y quesos a los que confiere sabor y
aroma caracteristicos. Es la especie mas comun en todos los tipos de quesos, en
productos lacteos y en salmueras; es capaz de metabolizar acidos lactico y citrico
(Seiler & Busse, 1990). D. hansenii ademas provee de la actividad proteolitica y
lipolitica que se requiere para la maduracion de algunos quesos y embutidos.

D. hansenii es normalmente considerada como no patogéna; sin embargo, se
ha reportado al menos un caso de infeccion en huesos asociada con esta levadura
(Wong et al.,, 1982), se ha identificado en muestras clinicas de infecciones
superficiales, junto con su anamorfo, Candida famata (Nishikawa, Tomomatsu,
Sugita, lkeda, & Shinoda, 1996) y se ha registrado como presente en el 0.2- 2.0%
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de casos de candidiasis invasivas en sangre sobre todo en pacientes inmuno-
comprometidos (Beyda et al., 2013).

La mayoria de las especies de D. hansenii son haploides, se aparean muy
raramente y diploidizan transitoriamente por autogamia para formar un asca que
suele contener una espora unica (Kreger van Rij & Veenhuis, 1975; Van der Walt,
Taylor, & Liebenberg, 1977). Tiene dos plasmidos lineales de DNA cuya
estabilidad depende de la alta presiéon osmaética (Cong, Yarrow, Li, & Fukuhara,
1994). D. hansenii pertenece al gran clado de especies de levaduras que
comprenden la mayoria de las especies de Candida y Pichia; por lo tanto, desde el
punto de vista filogenético, esta muy relacionada con la patogénica Candida
albicans, con la que comparte ciertas caracteristicas.

La secuencia del genoma de la cepa tipo de D. hansenii CBS76, revela que
tiene 7 cromosomas de entre 1.25 Mb y 2.33 Mb con un tamario total de 12.2 Mb.
Tiene la mas alta capacidad codificante entre las levaduras, con un total del 79.2
% del genoma con 6906 secuencias que suponen ser genes. Ademas es la
levadura con el genoma mas redundante, con un aproximado del 49.2% de
secuencias repetidas al menos una vez.

1.2.1.2 Homeostasis ionica en D. hansenii

Para mantener las concentraciones éptimas de cationes metalicos alcalinos, las
células de levadura utilizan una serie de sistemas de entrada y extrusidén. Las
especies de levaduras no convencionales tienen al menos 3 diferentes tipos de
transportadores muy eficientes que aseguran la entrada y acumulacion del potasio
en las células (el principal cation intracelular de las levaduras). La mayoria de ellas
tienen uniportadores Trk y simportadores Hak (K*-H*) y algunas especies de
levaduras tienen también a la poco comun ATPasa de entrada de K*-Na*, Acu.
Para eliminar el exceso de los cationes K" o de Na*, que es toxico, varias especies
de levadura utilizan a los altamente conservados antiportadores Nha (Na*-K*/H*) y
a las ATPasas de extrusion Ena (Na*™-K*). El canal especifico para potasio Tok1 en
levaduras, también esta altamente conservado en varias especies y su actividad
es muy importante para la regulacién del potencial eléctrico de la membrana
plasmatica (Ramos et al., 2011).

Varios grupos han demostrado que el sodio no es toxico para D. hansenii; al
cultivarla en altas concentraciones de NaCl 6 KCI es capaz de acumular y resistir
altas concentraciones de Na* (sodio incluyente) 6 K*, a diferencia de S. cerevisiae
(sodio excluyente) (Norkrans & Kylin, 1969; Prista et al., 1997; Thomé-Ortiz et al.,
1998) y ademas puede hacer intercambios rapidos de Na* por K*.
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D. hansenii tiene sistemas de transporte e intercambio de iones particulares
y muy eficientes: a) una ATPasa funcional que contribuye al bombeo de protones
(PMA1 en Fig. 1.2), que genera una diferencia en el potencial de membrana y es
aprovechado para transportar K* (o Na*) a través de un uniportador (TRK1 en Fig.
1.2), que seria el equivalente a Trk1p de S. cerevisiae; b) un sistema
intercambiador de Na*-K*/H* (NHA1 en Fig. 1.2) ademas de, c) un posible
intercambiador catidn/cation (A en Fig. 1.2) (Thomé-Ortiz et al., 1998).

En cultivos con altas concentraciones de cationes monovalentes, se
acumulan sales que pueden ser expulsadas al exterior en medios con bajo
contenido de sal por la presencia de un canal i6nico (TOK1 en Fig. 1.2). Un
intercambiador K*/Na* no parece ser el mecanismo principal de salida, ya que se
observa la extrusion de cationes aun en ausencia del catidon opuesto. Ademas,
este canal de cationes propuesto parece no ser especifico, ya que promueve la
salida de ambos cationes. Aunque no puede eliminarse la existencia de un
intercambiador H*/catién, la magnitud de los cambios parece favorecer la
existencia de un canal iénico (J. C. Gonzalez-Hernandez, Cardenas-Monroy, &
Pena, 2004).

Figura 1.2 Transportadores encargados de la homeostasis ionica y osmotica en D. hansenii. G:
Golgi; V: Vacuola. El signo de interrogacion para FPS1 indica que no se ha encontrado un ortélogo
para este gen correspondiente al canal de glicerol de S. cerevisiae en el genoma de D. hansenii.
La figura se realiz6 con el contenido de la bibliografia referida en el texto.
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Almagro y colaboradores, clonaron y secuenciaron los genes ENA7 y
ENA2, que codifican para Na*-ATPasas tipo P en D. hansenii, que expulsan al Na*
(ENA 1, 2 en Fig. 1.2) (Almagro et al., 2000); su expresion aumenta en
concentraciones elevadas de Na* y alto pH. En S. cerevisiae la
compartimentalizacién interna prevacuolar del Na® estda mediada por un
antiportador Na*/H*, codificado por el gen NHX1, el cual esta energizado por el
gradiente de pH generado por una H*-ATPasa vacuolar de tipo V (VMA1 en la Fig.
1.2) (Ramoén Serrano & Rodriguez-Navarro, 2001); se ha propuesto que en D.
hansenii ocurre el mismo fenobmeno de acumulacion por un sistema similar al
descrito en S. cerevisiae, secuestrando el exceso de Na* en la vacuola y/o
compartimientos prevacuolares, manteniendo una concentracion citosélica de Na*
no tan elevada (Herrera, Salazar, Ramos-Moreno, Ruiz-Roldan, & Ramos, 2017).

Lucas y colaboradores reportaron que la presencia de sal estimula la
acumulacion de glicerol a través de un posible simportador Na*-glicerol que
también puede utilizar K* (B en Fig. 1.2) (Lucas, Da Costa, & Van Uden, 1990). En
S. cerevisiae GUP1 es un transportador activo de glicerol cuando éste es la unica
fuente de carbono (Holst et al., 2000). Un simportador de glicerol-H* (STL1 en Fig.
1.2) se expresa cuando las células se someten a un choque osmdtico. Luyten y
colaboradores sugirieron que el gen FPS1 en S. cerevisiae codifica para un canal
que participa en el transporte del glicerol hacia el espacio extracelular, el cual
puede controlar su produccién y concentracion interna (Luyten et al., 1994), sin
embargo, la busqueda en el genoma de D. hansenii del ortdlogo de STL17, no
arroja informacion como se expone en la discusion de este trabajo.

En 2007, el grupo de Ramos clon6 y expreso heterélogamente el gen
DhKHA1 en S. cerevisiae, reportando que tiene una funcion diferente a su ortélogo
ScKHA1 (descrito como un antiportador intracelular K*/H*), ya que su
sobreexpresion en S. cerevisiae promueve la tolerancia a Na*, pero no afecta el
crecimiento a alto pH o en presencia de higromicina B (Carcia-Salcedo, Montiel,
Calero, & Ramos, 2007). Lo clasificaron como un transportador intracelular Na*/H".

Por otro lado, (Martinez et al., 2011) describieron que en bajas
concentraciones de K*, el transportador preferentemente utilizado por D. hansenii
es HAK1 (High Affinity for K*) y que trabaja como un simportador con H*, mientras
que en presencia de concentraciones milimolares de Na*, puede utilizar a este
cation en el cotransporte; pero que en altas concentraciones de K*, es TRK1 el
que se expresa, funcionando como uniportador.

La exposicion de las levaduras a estrés salino implica tanto la exposicion a
la toxicidad especifica de cationes como al estrés osmotico. Ciertos iones, como el
Na* o el Li* son toxicos para las células, debido a su capacidad de inhibir vias
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metabdlicas especificas, probablemente a través de blancos especificos. Esto se
ha demostrado en el caso de la proteina Hal2 y ciertas enzimas de procesamiento
de RNA (Posas et al., 2000). Por ello, la regulacion del contenido idnico
intracelular representa una respuesta muy importante al estrés idnico. De hecho,
la exposicion al sodio incrementa la expresion del gen ENA1/PMR2A.

En S. cerevisiae la delecion de ScHALZ2 no afecta su capacidad para crecer
en sal, pero su sobreexpresion incrementa significativamente su tolerancia a la sal.
Hal2p es una nucleotidasa que hidroliza 3"-fosfoadenosina-5"-fosfato (PAP) a AMP
para reciclar a la adenosina y también esta involucrada en la biosintesis de
metionina. En S. cerevisiae esta proteina es muy sensible a Na* y Li*, por lo que
se considera la enzima blanco de la toxicidad de estos cationes. Se ha identificado
y caracterizado en D. hansenii y su expresion en S. cerevisiae le confiere una
halotolerancia aumentada tanto a Na* como a Li* (Aggarwal, Bansal, & Mondal,
2005).

1.3 Estrés

La exposicion de las células a condiciones adversas de crecimiento o a cualquier
ambiente que reduzca la viabilidad o las aptitudes celulares se considera como
una forma de estrés. Los diferentes tipos de estrés se pueden agrupar en: leve,
cronico y agudo el cual representa un cambio dramatico en las condiciones
ambientales.

En respuesta a estos cambios, se requieren respuestas celulares
inmediatas y especificas para una adaptacion adecuada y con ello, maximizar la
supervivencia celular.

Aunque en distinta medida, los organismos unicelulares y las células de
organismos multicelulares estan expuestos a constantes cambios en el entorno
que los ponen en riesgo. Por lo tanto, el aumento en el estrés oxidante, los
cambios en el pH externo, suministro de nutrientes, los cambios de temperatura o
los desequilibrios en la osmolaridad requieren respuestas adaptativas para la
supervivencia celular maxima. Las respuestas de adaptacion dependen del
organismo, el medio ambiente natural en el que se ha seleccionado
evolutivamente y su estado fisico actual.

Las células eucaridticas han desarrollado mecanismos de deteccion
sofisticados y sistemas de transduccion de sefales que pueden producir
resultados precisos en respuesta al estrés; la activacion de las vias de
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sefalizacion intracelular controla casi todos los aspectos de la fisiologia general de
la célula (de Nadal, Ammerer, & Posas, 2011).

Los cambios de expresion de genes y los cambios subsecuentes de la
fisiologia celular son componentes importantes de las respuestas de estrés, e
incluyen alteraciones en el metabolismo, la progresion del ciclo celular y la
modificacion de las actividades enzimaticas.

Las respuestas al estrés son particularmente importantes en el ambiente
ampliamente variable de los microorganismos, donde las condiciones de
temperatura, osmolaridad o disponibilidad de nutrientes estan lejos de ser
constantes. Estas respuestas se componen de respuestas genéricas, compartidas
por muchos tipos de estrés y las respuestas de adaptacion especificas. Tanto las
genéricas como las respuestas especificas tienen desde efectos post-
traduccionales, que proporcionan respuestas inmediatas, hasta la regulacion de la
expresion génica, que sera esencial para la adaptacion mas lenta, a largo plazo y
las fases de recuperacion.

1.3.1 Respuestas al estrés: generalidades sobre la Respuesta
General al Estrés, via PKA y MAP cinasas

En las levaduras se ha observado que cuando se induce la tolerancia a cierto tipo
de estrés, se puede al mismo tiempo inducir tolerancia a otros tipos de estrés, aun
cuando estos ultimos sean letales. Este fendmeno ocurre aun en ausencia de una
induccion previa. Asi, por ejemplo, cuando un cultivo de levaduras se somete a un
tratamiento moderado de calor (37°C por media hora), estas células son capaces
de resistir un choque de peroxido de hidrégeno que de otro modo seria letal. A
este fendmeno se le ha denominado “proteccion cruzada”, y ha dado lugar a la
idea de que la levadura posee mecanismos comunes o generales de respuesta al
estrés (Folch-Mallol, Garay-Arroyo, Lledias, & Covarrubias Robles, 2004).

Los factores de transcripcion Msn2/Msn4 son los intermediarios para la
respuesta general a estrés. Bajo condiciones normales (sin estrés), estos
factores estan localizados en el citoplasma, pero bajo condiciones de exposicién al
estrés, rapidamente se translocan al nucleo donde se unen a los elementos de
control STRE (por sus siglas en inglés: Stress Responsive Element), con la
secuencia consenso GAAAA, en los promotores de un gran numero de genes de
respuesta a estrés (Rep, Krantz, Thevelein, & Hohmann, 2000). Esto resulta en un
cambio drastico, temporal en el perfil transcripcional de las células de levadura. Un
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ejemplo clasico es el gen de la catalasa T citosélica CTT1, la cual se induce por
multiples condiciones de estrés (osmodtico, oxidante, térmico); estudios en el
promotor de este gen llevaron a la identificacion de la secuencia consenso antes
mencionada, y después se identifico también en promotores de multiples genes de
respuesta a estrés. La localizacion celular de Msn2/4 es regulada por la actividad
de la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPc: bajo condiciones de alta
actividad de PKA, los factores permanecen en el citoplasma, mientras que en
condiciones de baja actividad de PKA, se mantienen preferentemente en el
nucleo. Por lo que uno de los controles importantes de la respuesta general al
estrés implica el nivel de AMPc.

La via de la PKA es importante en la percepcion nutricional del medio y la
respuesta al estrés. El AMPc es sintetizado por la adenilato ciclasa a partir de ATP
y las células con una actividad disminuida de adenilato ciclasa se dividen
lentamente y presentan alta tolerancia al estrés por calor (Folch-Mallol et al.,
2004). Esta via se activa al anadir glucosa a células que provienen de medios de
cultivo con fuentes de carbono no fermentables como etanol o acetato o que estan
en fase estacionaria o diauxica. Cuando se afiade glucosa, se estimula el
incremento en los niveles de AMPc y esto a su vez activa a la PKA. Algunas
situaciones de estrés disminuyen la actividad de la via, y ello estimula la expresion
de genes de respuesta a estrés. Todavia se conoce poco acerca de los blancos
fosforilables por la PKA, entre los cuales se encuentra la 6-fosfofructo-2-cinasa,
que regula positivamente a la glucdlisis sintetizando fructosa 2,6-bisfosfato,
regulador de la enzima clave 6-fosfofructo-1-cinasa. La PKA también fosforila en
este sentido, a la piruvato cinasa, también una enzima clave de la regulacion
glucolitica (Folch-Mallol et al., 2004).

Las proteinas cinasas MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) son una
familia de proteinas sefalizadoras altamente conservadas en eucariontes que
transducen sefales intracelulares llevando a cabo la respuesta y la adaptacion
como resultado de uno o0 mas agentes estresantes. Las MAP cinasas transmiten,
amplifican e integran la sefial tras su activacion, para desencadenar una respuesta
fisiologica adecuada a través de la expresion génica. Las vias MAPK regulan
diversos procesos, desde la proliferaciéon y la diferenciacion celular hasta la
apoptosis y estan presentes desde levaduras hasta humanos. Se activan por una
gran variedad de estimulos y fosforilan numerosas proteinas entre las que se
encuentran factores de transcripcidn, proteinas de citoesqueleto, cinasas y otras
enzimas e influyen de manera importante en la expresion génica, metabolismo,
division celular, morfologia y supervivencia de la célula (Qi, 2005).

Cada via de MAPK esta compuesta de una cascada de 3 cinasas que
comprenden: una MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK, MAP3K, MEKK o MKKK),
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una MAP cinasa cinasa (MAPKK, MAP2K, MEK o MKK) y la MAPK. Las MAPKs
se activan por doble fosforilacion en residuos conservados de treonina vy tirosina
en el asa de activacion (denominado sitio TXY) y fosforilan blancos en residuos de
serina y treonina con un motivo consenso PXT/SP (la X depende de la MAPK que
se trate). La especificidad de la via es regulada a diferentes niveles, incluyendo
interacciones cinasa-cinasa y cinasa-sustrato, colocalizacion de cinasas por medio
de proteinas de andamiaje e inhibicién por las propias MAPKs (Fig. 1.3).

Figura 1.3 Diagrama esquematico de una via de MAPcinasas. El modulo central de una via de
MAP cinasas estda compuesto de tres cinasas que se activan secuencialmente por fosforilacion.
Ser, serina; Thr, treonina; Tyr, tirosina; P, fosforilacion.

En mamiferos, las MAP cinasas se pueden agrupar en 3 familias principales: las
ERKs (extracellular-signal-regulated kinases o cinasas reguladas por sefales
extracelulares), JNKs (Jun amino-terminal kinases o cinasas Jun N-terminal) y las
p38/SAPKs (stress-activated protein kinases o cinasas activadas por estrés). Las
cinasas de la familia ERK (1/2) responden a factores de crecimiento y mitégenos
para inducir crecimiento celular y diferenciacion. Los miembros de la familia JNK
(1/2/3) son activados por estrés ambiental (radiacién ionizante, calor, estrés
oxidante y dafio al DNA) asi como por citocinas inflamatorias y factores de
crecimiento; tienen un papel muy importante en la apoptosis, inflamacion,
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produccion de citocinas y el metabolismo. Los miembros de la familia p38 poseen
un motivo TGY en el segmento de activacién e incluyen a p38a, p38p3, p38y vy
p38d. Son fuertemente activados por estrés ambiental y citocinas inflamatorias. La
activacion de p38 contribuye a la respuesta inflamatoria, apoptosis, diferenciacion
celular y regulacion del ciclo celular (Fig. 1.4) (Morrison, 2012).

Figura 1.4 Vias de MAP cinasas en mamiferos. La respuesta biolégica a partir de un estimulo, se
lleva a cabo a través de la sefalizacion por cascadas de fosforilacidon sucesivas de las diferentes
MAP cinasas. Una vez activada la ultima MAPK de la cascada, fosforila diferentes sustratos en el
citosol y el nucleo para llevar a cabo cambios en la funciéon proteica y la expresion génica que
ejecuta la respuesta bioldgica adecuada. Tomado de Morrison, 2012.

Las MAPKs se unen establemente a sus sustratos y a las proteinas de
andamiaje a través de multiples dominios de anclaje (por ejemplo CD, common
docking domain o dominio comun de anclaje), distintos de sus sitios activos, los
cuales pueden reconocer sitios homologos en diferentes blancos. Son inactivadas
por fosfatasas especificas: fosfatasas de tirosina y de serina/treonina.

Las MAPK activas frecuentemente se translocan del citoplasma al nucleo
para fosforilar blancos nucleares ademas de poderse localizar en numerosas
estructuras subcelulares, incluyendo microtubulos, endosomas, reticulo
endoplasmico (RE) y el citoesqueleto de actina (Qi, 2005).
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En las levaduras, existen cinco vias de MAP cinasas que utilizan seis
MAPKSs: las MAPKs Fus3 y Kss1 son muy similares a la via de mamiferos ERK1/2;
la via de MAPK Hog1 es la equivalente a la via de mamiferos p38; y las MAPKs
Mpk1 (también conocida como Stl2), Mpl1 y Smk1. Fus3 y Kss1 regulan el
apareamiento en respuesta a las feromonas de apareamiento peptidicas; Kss1
participa ademas en otra via que regula el desarrollo/crecimiento pseudohifal y la
integridad de la pared celular. Hog1 regula la osmolaridad intracelular, como se
describira mas adelante; Mpk1 regula la integridad celular y la gemacion en
respuesta a cambios en la membrana plasmatica o la pared celular por cambios
mecanicos y Smk1 regula la esporulacion, expresandose solo después de que la
meiosis se ha iniciado en respuesta a la deprivacion de carbono y nitrégeno (Fig.
1.5). En suma, juegan un papel muy importante en la fisiologia de la levadura,
aunque algunas de ellas no son esenciales para la supervivencia de la célula. Las
mutantes que carecen de todas las MAPKs crecen muy deficientemente y su
reproduccion sexual se bloquea (Qi, 2005).

Figura 1.5 Diagrama esquematico de las vias de MAP cinasas en levaduras. S. cerevisiae tiene
cinco vias MAPK: vias de respuesta a apareamiento, cambio morfolégico, regulacion osmdtica,
integridad de la pared celular y esporulacién. La via de osmorregulacion de Hog1 se describe en
detalle mas adelante. Modificado de Rodriguez de Mier, 2011.
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1.3.2 Estrés osmotico

Mantener el balance hidrico en las células es fundamental para su buen
crecimiento y supervivencia. El estrés osmoético es entonces, la pérdida del
equilibrio hidrico que puede ser tanto hiperosmotico como hipoosmatico. El estrés
hiperosmético se presenta como resultado del aumento en la concentracion
extracelular de solutos, ocasionando que el agua del interior celular salga para
intentar alcanzar un equilibrio donde el potencial de agua interno sea igual al de la
solucion que la contiene; se ocasiona entonces la deshidratacion y compactacion
celular y la pérdida de la presidn de turgencia, mientras que en el estrés
hipoosmatico, el potencial de agua es mayor en el medio que al interior de la
célula, lo que ocasiona entonces, un aumento en el volumen celular.

1.3.2.1 Osmosis, presion osmética y osmolaridad

Cuando se colocan soluciones de distinta concentracién, separadas por una
membrana semipermeable (membrana que deja pasar las moléculas de disolvente
pero no las de los solutos), las moléculas de disolvente pasan desde la solucion
con menor concentracion de solutos a la de mayor concentracion. A este
fendbmeno se le conoce como ésmosis, palabra que proviene del griego osmos,
que significa "impulso”. Al suceder la ésmosis, se crea una diferencia de presion
en ambos lados de la membrana semipermeable: la presidn osmética. A través de
esa membrana, el agua tendera a moverse de un area de baja concentracién de
solutos a un area de alta concentracion. Es importante enfatizar que la 6smosis
ideal requiere solo el movimiento del agua pura a través de la membrana sin
ningun movimiento de particulas de soluto a través de la membrana
semipermeable. La Osmosis puede todavia ocurrir con la permeabilidad de
algunas particulas, pero el efecto osmoético se reduce mientras haya mayor
permeabilidad a los solutos a través de la membrana semipermeable. EIl
movimiento neto del agua sera hacia el compartimiento con la mayor
concentracion de solutos. El compartimiento con la mayor concentracién de
solutos y la menor concentracion de agua, sera el que tenga la mayor presion
osmotica (Lopez & Hall, 2020).

La presion osmotica, entonces, puede definirse como la presion que se
debe aplicar a una solucién para detener el flujo neto de disolvente a través de
una membrana semipermeable. La presion osmotica es una de las cuatro
propiedades coligativas de las soluciones (junto con el descenso crioscopico, el
ascenso ebulloscopico y el descenso de la presion de vapor) y depende del
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numero de particulas en disolucién, sin importar su naturaleza. Es una de las
caracteristicas principales en las relaciones de los liquidos que constituyen el
medio interno de los seres vivos, ya que la membrana plasmatica regula la entrada
y salida de soluto al medio extracelular que la rodea, ejerciendo como barrera de
control.

En cuanto a la unidad de medida, la osmolaridad es la concentracién de las
particulas osméticamente activas de un soluto contenidas en una disolucién,
expresada en osmoles (Osm) o en miliosmoles (mMOsm) por litro de disolvente.

1.3.2.2 Estrés hiperosmético

En S. cerevisiae Mager y Siderius en 2002 describieron las diferentes fases
de respuesta a la hiperosmolaridad, sintetizadas en la figura 1.6:

i) Como wuna consecuencia inmediata a la exposicion a alta
osmolaridad en el medio, las células pierden agua rapidamente, lo que lleva a la
pérdida de la turgencia y con ello, la disminucion del volumen celular.
Intracelularmente, el agua es reclutada desde la vacuola al citoplasma,
compensando parcialmente el repentino incremento en la concentracion
(macro)molecular. Ademas, dependiendo de la severidad del estrés osmotico, el
citoesqueleto se colapsa, dando lugar a la despolarizacion de los filamentos de
actina. Estos eventos inmediatos son causados por las fuerzas fisico-mecanicas
que operan bajo las condiciones hiperosmdticas.

ii) La respuesta primaria al estrés hiperosmotico consiste en algunos
eventos moleculares por los cambios celulares repentinos. Primero, las células
arrestan su crecimiento. El arresto en la progresion del ciclo celular seguramente
es parte de un mecanismo estratégico para ajustarse apropiadamente a las
nuevas condiciones de crecimiento. En segundo lugar, el canal de glicerol Fps1 se
cierra. El glicerol es el mas importante soluto compatible de Saccharomyces. Por
la acumulacion de glicerol interno, las células logran recuperar la turgencia. En
tercer lugar, se activa la via de MAP cinasas HOG1 (que se describe a detalle mas
adelante), estimulando la sintesis de glicerol entre otras muchas cosas. El
activador transcripcional Hot1 es un sustrato de Hog1. Hot1 regula la transcripcion
del gen GPD1 que codifica para la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Rep,
Albertyn, Thevelein, Prior, & Hohmann, 1999). Entonces, ademas de prevenir la
salida de glicerol, como se dijo antes, incrementar su sintesis contribuye a su
acumulacion. Entender la biosintesis de glicerol y su acumulacién tiene una
relevancia comercial muy importante, para controlar el desempefio de las
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levaduras en la preparacion de masa para panaderia o en la fermentaciéon de
vinos y cerveza.

i) La fase sostenida de la respuesta, generalmente hablando, es la
suma de los procesos metabdlicos evocados en la fase primaria de la respuesta.
De hecho, el perfil gendmico de transcritos ha revelado que la expresion génica
se restituye a un nuevo estado estable (Rep et al., 2000). Lo mismo sucede con
los niveles celulares de actividades reguladoras y metabolicas. El glicerol
intracelular se acumula por los efectos combinados del incremento en su sintesis
y disminucién de su salida. Cuando se alcanza el tamafio adecuado de la célula,
se continua con el crecimiento y las células continuan dividiéndose. Se repara el
citoesqueleto y se repolariza la actina. Interesantemente, la organizacién de la
pared celular se ajusta a las nuevas circunstancias ambientales (Mager &
Siderius, 2002).

Figura 1.6 Secuencia de la respuesta de la adaptacion de las levaduras al estrés hiperosmatico.
En el centro de la figura se representa una grafica con la variacion del tamafo (linea azul),
fosforilacion de Hog1 (linea roja) y la concentracion interna de glicerol (linea verde). (1) Después
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de un incremento en la osmolaridad externa (sombra verde), se pierde rapidamente agua como
una respuesta rapida mecanica (flechas azules). (2) Los osmosensores de la via HOG (en azul)
activan la via y ello conlleva a la fosforilacion de Hog1. (3) Hog1 fosforilado (6valo rojo) induce
algunos procesos: (a) Inactivacion del canal de glicerol Fps1 previniendo salida de glicerol; (b)
Activacion directa o indirecta de efectores citoplasmicos, por ejemplo, la 6-fosfofructo-2-cinasa
(Pfk2) involucrada en la sintesis de glicerol; (c) translocacion hacia el nucleo. Se debe recordar que
hay otros blancos de Hog1 como Nha1 y Tok1. (4) Hog1 fosforilada induce un cambio
transcripcional importante, en particular, incrementando la expresion del gen GPD1 que lleva a la
sintesis de glicerol. (5) El incremento en la concentracion interna de glicerol lleva a la entrada de
agua a la célula y progresivamente a la recuperacion del volumen celular, mientras que Hog1 es
exportado del nucleo; (6) La via se apaga y la presiéon de turgencia y el tamafio celular se
recuperan. La célula esta adaptada a su nuevo ambiente. Tomado de (Miermont, Uhlendorf,
McClean, & Hersen, 2011).

1.3.2.3 Activacion de la via HOG (High Osmolarity Glycerol
response)

Una de las estrategias mas importantes de los organismos halotolerantes
para lidiar con el estrés hiperosmoético es el mantenimiento de la concentracién
intracelular de solutos compatibles, ya sea sintetizandolos o tomandolos del
exterior mediante transportadores especiales (Lages et al., 1999). En D. hansenii,
como en otras levaduras, el glicerol es el osmolito mas importante (L. André,
Nilsson, & Adler, 1988; Gustafsson & Norkrans, 1976; Larsson, Morales,
Gustafsson, & Adler, 1990), sin embargo, es capaz de sintetizar trehalosa o
arabinitol en altas concentraciones de NaCl (Adler & Gustafsson, 1980; Blomberg
& Adler, 1992; J. C. Gonzalez-Hernandez, Jiménez-Estrada, & Pefia, 2005).

La activacion de los complejos mecanismos de osmorregulacion depende
de vias de transduccidn de sefiales. En D. hansenii se ha propuesto que la
acumulacion, transporte de iones y la sintesis de solutos compatibles, dependen
de la via HOG (High Osmolarity Glycerol response) (Fig. 1.7). La via HOG consiste
en una cascada de MAP cinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs, descritas en la
seccién 1.3.1) que en este caso media la adaptacién de las células al estrés
hiperosmoético. La activacion de esta via ocasiona la fosforilacion transitoria de la
MAPK Hog1. Hog1 fosforilada se transloca rapidamente al nucleo, lo que resulta
en la transcripcion de genes blanco. Esta via parece ser ubicua en diferentes
géneros de levaduras; en D. hansenii se le ha identificado también y se ha
reportado que se activa por alta osmolaridad, estrés oxidante y luz UV, pero no por
estrés térmico, manteniendo a Hog1 fosforilada en el citoplasma durante el
crecimiento en estas condiciones (Sharma et al., 2005).
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El incremento en la osmolaridad extracelular resulta en la induccién de la
expresion de genes de proteccion al estrés. Uno de los efectos es la acumulacion
intracelular de glicerol, por la activacion de la via de MAP cinasas Hog1. Como se
ha comentado anteriormente, las MAP cinasas juegan un papel clave en la
regulacion de la respuesta al estrés en muchos organismos, desde las levaduras
hasta los mamiferos.

En S. cerevisiae, la via Hog1 se activa por dos osmo-sensores
independientes: las ramas de SLN1 y de SHO1. La rama de SLN1 es un sistema
de fosforrelevo parecido al de procariontes e incluye a las proteinas SIn1, Ypd1,
Ssk1 y las proteinas redundantes Ssk2 y Ssk22 (Figs. 1.7 y 1.8). SIn1 es una
histidina cinasa sensible a los cambios en la turgencia de la membrana que
resultan del osmoestrés; en condiciones normales, o en condiciones de bajo
estrés osmotico, se autofosforila y transfiere el grupo fosfato de su histidina 576 a
Ypd1 que es una proteina intermediaria de fosfotransferencia, la cual a su vez lo
transfiere a un residuo de aspartico de Ssk1 (regulador de respuesta).

Figura 1.7 Modelo de la via HOG1 en S. cerevisiae. El cambio en la osmolaridad es
detectado por los sensores tipo mucinas Hkr1 y Msb2 para la rama Sho1 (en azul) y por Sin1 para
la rama del mismo nombre (en rojo). La sefial es transferida a través de fosforilaciones suscesivas
hasta llegar a Pbs2 que finalmente fosforila a la MAPK Hog1; con ello, migra al nucleo para
estimular la transcripcion de genes de respuesta a estrés osmético (en morado). Para mas detalles,
referirse al texto. Modificado de Dunayevich et al., 2018.

28



En condiciones hiperosmaticas, se inhibe la actividad de cinasa de Sin1 y
se induce la acumulacion de Ssk1 no fosforilado, el cual, bajo estas condiciones,
se une por medio de su extremo carboxilo al extremo amino de alguna de las
proteinas redundantes Ssk2/Ssk22 (MAPKKK) en su dominio autoinhibitorio; con
ello, se estimula su autofosforilacion lo que las activa, y cualquiera de ellas puede
entonces, liberarse de su dominio autoinhibitorio y unirse y fosforilar a la MAPKK
Pbs2 en una histidina, que eventualmente activa por fosforilacion a Hog1. Las
levaduras carentes de la proteina SIn1, no tienen la capacidad de activar la via en
el resto de la cascada, sin embargo, lo que lleva a las levaduras a la letalidad es la
auto-activacion de Ssk2/Ssk22 en exceso (Yamamoto, Tatebayashi, & Saito,
2016).

La otra rama de respuesta al estrés hiperosmotico es la rama de SHO1, que
es la encargada de responder a estimulos de mas alta osmolaridad. Esta es una
proteina osmosensora con 4 hélices transmembranales en su extremo amino
terminal y un dominio SH3 (Src Homology 3) en su extremo carboxilo mediante el
cual recluta a la membrana plasmatica a la MAPKK Pbs2 uniéndose a un motivo
rico en prolinas, sin activarla directamente. Durante el osmoestrés, se activa a la
MAPKKK Ste11, que secuencialmente activa a Pbs2 y ésta, finalmente a Hog1
(Fig. 1.7). Entonces, Pbs2 y Hog1 son comunes a las dos ramas. La rama SHO1
se puede subdividir en las sub-ramas: MSB2 y HKR1 (Fig. 1.8).

Msb2 y Hkr1 son glicoproteinas transmembranales de tipo mucina,
consideradas como osmosensoras. Aunque Msb2 ha sido implicada con la
osmorregulacion, el papel de Msb2 en la via HOG no es todavia totalmente claro.
Mutantes carentes de Msb2 y Hkr1 en un fondo genético ssk2/224, inhiben
completamente la activacion de Hog1, indicando que Hkr1 y Msb2 son
funcionalmente redundantes (Yamamoto et al., 2016).

En la Fig. 1.8B se muestra como se activa Hog1 a través de la sub-rama
MSB2. Las cinasas que se activan consecutivamente en la cascada de MAPK
Ste20, Ste11 y Pbs2 son reclutadas del citoplasma a la membrana plasmatica por
las proteinas transmembranales Msb2, Opy2 y Sho1, respectivamente. Estas
proteinas transmembranales entonces, concentran a las cinasas citoplasmicas en
la membrana plasmatica para facilitar su interaccion.

Los 4 dominios transmembranales de Sho1 tienen multiples funciones.
Primero, Sho1 se homodimeriza a nivel de la interfaz TM1/TM4 (region
transmembranal 1 con la 4) y homotrimeriza en la interfaz TM2/TM3. Por
dimerizaciones y trimerizaciones reiterativas, Sho1 forma entonces grandes
oligébmeros planos. Segundo, la interfaz TM1/TM4 del oligdémero de Sho1 se une a
Opy2p. Tercero, la interfaz TM2/TM3 del oligdbmero de Sho1 se une a Hkr1 vy
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también a Msb2. Finalmente, los 4 dominios TM de Sho1 se unen a Ste50 cuando
hay osmoestrés presente. Ste50 es una proteina adaptadora citoplasmica que une
simultdneamente a Ste11 y a Opy2 (Fig. 1.8B). Entonces, la interaccién entre
Sho1-Ste50, parece apoyar la funcion osmosensora de Sho1 (Yamamoto et al.,
2016). Opy2 recluta al complejo Ste50/Ste11 hacia la membrana plasmatica y ésta
es una de sus funciones principales. Opy2 participa ademas, en la sefializacion del
crecimiento filamentoso en la via de MAPK Kss1.

Figura 1.8 Modelo esquematico de la via HOG. (A) En verde: proteinas de la sub-rama
MSB2; en azul: proteinas de la rama SLN1; en lavanda: proteinas involucradas en la sub-rama
HKR1. Las proteinas separadas por una diagonal son funcionalmente redundantes. La barra
amarilla representa a la membrana plasmatica (PM). Las flechas indican activacién, mientras que
las T invertidas representan inhibicion. (B) Modelo simplificado de la sub-rama MSB2 de la via
HOG. Las flechas rojas indican el flujo de la sefial por fosforilacion. Tomado de Yamamoto et al.,
2016.
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La tercera proteina de la sub-rama MSB2 es precisamente Msb2, que es
una proteina de una sola hélice TM de 1,306 residuos de aminoacidos, cuya
region extracelular contiene un dominio rico en serinas y treoninas (region STR)
que esta fuertemente glicosilado (Tatebayashi et al., 2007). La remocion de la
region STR, ya sea por delecion o por protedlisis, convierte a Msb2 en una
proteina inactiva. La region citoplasmica de Msb2 interactua funcionalmente con la
proteina de andamiaje Bem1. Bem1 se une entre otras proteinas a Ste20 y a su
activador la GTPasa Cdc42; entonces, Msb2 recluta a la membrana a Ste20
(Yamamoto et al., 2016) (Fig. 1.8B).

La interaccion de Msb2 con Opy2 es esencial para la activacion de Hog1
debido al estrés osmdtico a través de la sub-rama MSB2. La interaccion es debida
a uniones disulfuro entre las 2 proteinas, a través de un motivo extracelular de 8
cisteinas en Opy2, que favorecen su funcion como proteinas sensoras; el
osmoestrés ocasiona cambios estructurales en este complejo proteico.

El mecanismo de sefalizacion a través del cual Hkr1 o Msb2 estimulan la
cascada Hog1 es especifico para cada osmosensor. Especificamente, la
activacion de Hog1 por Msb2 requiere ademas de Bem1 como proteina de
andamiaje al citoesqueleto de actina. El citoesqueleto de actina se reorganiza
rapidamente después de la exposicion de las células al osmoestrés; se ha
reportado ya la participaciéon de la actina filamentosa (F-actina) en la respuesta al
estrés hiperosmoético (Brewster & Gustin, 1994); sin embargo, el dominio
citoplasmico de Hkr1 también contribuye a la activacion de Ste11 por Ste20, pero
a través de un mecanismo que no involucra ni a Bem1 ni al citoesqueleto de
actina. Se ha descrito un motivo PXXP en Ste20 que se une especificamente al
dominio SH3 de Sho1, y esta interaccion entre Ste20 y Sho1 contribuye a la
activacion de la cascada Hog1 por Hkr1, pero no por Msb2 (Tanaka et al., 2014).
Estas diferencias entre Hkr1 y Msb2 podrian permitir una regulacién diferencial
entre las dos proteinas y proveer de un mecanismo a través de Msb2 para
conectar la regulacion del citoesqueleto con la respuesta al estrés osmotico
(Tanaka et al., 2014).

La activacion de Ste11 (MAPKKK), lleva a la fosforilacion de Pbs2
(MAPKK), que no sdlo tiene la funcién de MAP cinasa, sino que es también una
importante proteina de andamiaje, y ésta finalmente, activa a Hog1 (MAPK). Pbs2
tiene un sitio de acoplamiento para Hog1 en su extremo C-terminal y fosforila a
Hog1 en el motivo TGY (Treonina-Glicina-Tirosina, del asa de activacion) en las
posiciones 174-176 de la proteina. Esto induce la translocacion de Hog1 al nucleo
(Ferrigno, Posas, Koepp, Saito, & Silver, 1998), donde induce diversas respuestas
al estrés, que incluyen la sintesis y acumulacion de glicerol como osmolito
compatible (siguiente seccion), el arresto transitorio del ciclo celular y cambios en
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la expresion de genes de osmo-respuesta (Saito & Posas, 2012; Vazquez-lbarra et
al., 2018).

Esta via, como muchas otras de gran relevancia para la célula, requiere de
circuitos regulatorios muy estrictos para prevenir su hiperactivacion, tanto en
duracion como en intensidad. La via HOG, no es la excepcion, ya que cuenta con
un sistema de regulacion finamente ajustado por circuitos de retroalimentacion
positiva y negativa, que permiten una respuesta precisa al estimulo, con la
duracion y el apagamiento adecuados.

Una vez que la célula se recupera del estrés por medio del balance
osmotico, Hog1 es desfosforilado y exportado de nuevo al citoplasma. La
desfosforilacion de Hog1 se lleva a cabo por medio de dos tipos de fosfatasas de
proteinas: las PTPs desfosforilan a la Tirosina-176 e incluyen a Ptp2 y Ptp3, y las
PTCs desfosforilan a la Treonina-174 e incluyen a Ptc1, Ptc2 y Ptc3 (Fig. 1.9¢e)
(Mattison & Ota, 2000; Vazquez-lbarra et al., 2020).

Hog1 a su vez regula negativamente la via HOG fosforilando a Sho1 y a
Ste50 (Fig. 1.9a) (Saito & Posas, 2012). Hog1 activado directamente fosforila a la
Serina-166 de la proteina Sho1, lo que afecta su oligomerizacién y con ello,
disminuye la activacion de Hog1. Ademas, Hog1 activado también fosforila 5
residuos en la proteina adaptadora Ste50, que atenua la via HOG disminuyendo
su afinidad por la proteina de anclaje membranal Opy2. Otro punto de
retroalimentacion negativa activada por Hog1 es disminuyendo la interaccion entre
Ste11 y Msb2, y con ello, la formacion del complejo osmo-sensor.

Hog1 tiene cierta actividad basal en condiciones iso-osmoticas, que es
mediada por la rama SIn1. Dentro de esta rama, son blancos de fosforilacion de
Hog1: SIn1, Ssk1 y Ssk2 (Fig. 1.9b). La fosforilacion en SIn1 se lleva a cabo en
una region entre el motivo de histidina cinasa y la segunda hélice transmembranal;
hecho que al parecer no interfiere con la actividad basal de Hog1, todavia falta
dilucidar a profundidad, esta actividad de Hog1 sobre SIn1 (Vazquez-lbarra et al.,
2020).

La biosintesis de glicerol se describe a detalle en la siguiente seccion
(1.3.2.4), pero aqui se incluye la funcion de Hog1 en este proceso como un
mecanismo de control. Algunas enzimas clave para la produccion y acumulacién
de glicerol son reguladas por la actividad citosélica de Hog1. Hog1 fosforila a la
Pfk2 (6-fosfofructo-2-cinasa), en respuesta a alta osmolaridad; el aumento en la
sintesis de fructosa-2,6-bisfosfato, activa la via glucolitica (Fig. 1.9c). Hog1
también modula la produccion de glicerol incrementando el flujo metabdlico de la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol, incrementando la actividad de las
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glicerol-3-P deshidrogenasas Gpd1 y Gpd2 (Fig. 1.9c). El incremento en la
concentracion interna de glicerol también puede ser debido al rapido cierre del
canal de exportacion de glicerol Fps1 (Fig. 1.9d) (Tamas et al., 2002); la
hiperosmolaridad induce su cierre, mientras que las condiciones hipoosmoticas
favorecen su apertura. Fps1 es regulado por Rgc2 (Regulator of glycerol channel)
y posiblemente por su paralogo redundante Rgc1. Bajo estrés hiperosmotico,
Hog1 se une directamente al dominio regulatorio en el extemo N-terminal de Fps1
y fosforila a Rgc2 en varios sitios, liberandolo de su union al extremo C-terminal de
Fps1, permitiendo el cierre del canal (Lee et al., 2013).

A largo plazo, Hog1 modula la respuesta transcripcional que mantiene
elevada la produccién de glicerol hasta que se equilibra a través de la membrana
celular, lo que entonces induce una disminucion en la actividad de Hog1
(Hohmann, 2002; Saito & Posas, 2012; Schaber, Baltanas, Bush, Klipp, & Colman-
Lerner, 2012).

Figura 1.9 Diagrama de los circuitos de retroalimentacion negativa que regulan la via
HOG. Panel a: proteinas que pertenecen a la rama Sho1; panel b: rama Sin1; panel c: produccion
enzimatica de glicerol; panel d: acuagliceroporina Fps1. Los elementos que son blanco para la
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actividad de Hog1 se sefialan con flechas verdes. En el panel e, se esquematiza separadamente la
actividad de las fosfatasas de Hog1. Los circulos verdes representan a los fosfatos. Tomado de
Vazquez-lbarra et al., 2020.

El estrés osmotico tiene ademas, un alto impacto en la fisiologia de la célula
como la reorganizacidn del citoesqueleto, cambios en la dinamica de la pared
celular, ajustes metabdlicos y arresto celular, asi como modulacion de la
transcripcion.

En respuesta al estrés, las vias de transduccion de sefales controlan la
expresion génica por medio de la regulacion coordinada de varios pasos durante
la biogénesis de mRNA; desde la dinamica de la cromatina, la iniciacién de la
transcripcion, la elongacion del mRNA y su modificacion, estabilidad y exportacion.

Colectivamente, estos procesos permiten que la produccion de proteinas en
respuesta al estrés sea rapida y coordinada.

La mayor parte de las investigaciones sobre estrés salino han sido
realizadas en S. cerevisiae. La via HOG1 esta presente en D. hansenii, pero
todavia se conoce poco de ésta. Cuando el gen DhHOG1 se expresa de forma
heter6loga en una cepa de S. cerevisiae hog1A, le confiere la capacidad de crecer
bajo estrés hiperosmotico y de inducir la sobreproduccion de glicerol (Bansal &
Mondal, 2000). Este mismo grupo estudié la localizacion subcelular de DhHog1
después de un tratamiento hiperosmotico y observaron que DhHog1 fosforilada
tiene una entrada tardia al nucleo en D. hansenii (con respecto a lo que ocurre en
S. cerevisiae) luego es exportada de nuevo al citoplasma en estado fosforilado
tras un estrés salino severo. En este estudio, también vieron que la luz UV y el
estrés oxidante inducen adicionalmente la fosforilacién de DhHog1 (Sharma et al.,
2005). ElI gen DhPBS2 (que codifica para la MAP2K Pbs2) es capaz de
complementar parcialmente una mutante pbs2A de S. cerevisiae (Sharma &
Mondal, 2005), confirmando la funcionalidad y equivalencia de la via en D.
hansenii.

1.3.2.4 Biosintesis y transporte de glicerol

La osmoregulacion involucra procesos homeostaticos que aseguran un volumen
celular apropiado, forma y turgencia, asi como un medio intracelular 6ptimo para
los diversos procesos bioquimicos. Estudios recientes demuestran que las
levaduras pueden operar dentro de una ventana muy estrecha de concentraciones
de agua que permiten la difusion rapida de biomoléculas, mientras que la
compactacion celular que se presenta como resultado de un estrés hiperosmético,
da lugar a un aglomeramiento macromolecular y una desaceleracion de los
procesos celulares.
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El balance osmoético que se requiere por exposicibn a un medio
hiperosmético se puede obtener por la sintesis o captacion de solutos
compatibles. Estos son tipicamente componentes de bajo peso molecular,
altamente solubles en agua, sin carga, o zwitterionicos a un pH fisiologico. Existe
una gran variedad de solutos compatibles entre los que se encuentran los polioles,
como el glicerol y el arabinitol, los azucares como la sacarosa y la trehalosa y la
glicina betaina, que es un derivado de una amina cuaternaria (Gonzalez-
Hernandez & Pena, 2002).

Las levaduras acumulan glicerol como osmolito compatible bajo estrés
hiperosmotico para ganar volumen celular y turgencia y liberan glicerol al medio
después de un choque hipoosmotico. La captacion activa de glicerol es uno de los
procesos mas importantes que caracterizan a las especies halotolerantes (Lages
et al., 1999). El glicerol se puede usar como fuente de carbono y energia, forma
parte del esqueleto de los fosfolipidos y triacilgliceroles, constituyentes comunes
de las membranas celulares y lipidos de reserva respectivamente. La razén
principal por la que las células producen y acumulan glicerol intracelularmente es
por sus propiedades protectoras en contra del estrés, particularmente el
hiperosmoético, pero también durante el estrés térmico. El contenido intracelular de
glicerol en algunos hongos y algas puede alcanzar el increible nivel de 7-8 M
(Klein, Swinnen, Thevelein, & Nevoigt, 2017).

De hecho, en D. hansenii, como en muchas especies de levaduras, el
glicerol es el soluto compatible favorito (L. André et al., 1988; Gustafsson &
Norkrans, 1976; Larsson et al., 1990); sin embargo, D. hansenii también puede
producir eficientemente trehalosa o arabinitol como solutos compatibles a altas
concentraciones de sal (Blomberg & Adler, 1992; Gonzalez-Hernandez et al.,
2005; Larsson et al., 1990). El nivel intracelular de glicerol depende de su sintesis,
utilizacion y transporte y responde a varios tipos de estrés de solutos ademas del
salino, por ejemplo, KCl, sacarosa o NaxSO4 (L. André et al., 1988; M. L. Neves et
al., 1997).

La via de respuesta HOG controla la acumulaciéon de glicerol a varios
niveles, donde cada mecanismo contribuye a la recuperacién del volumen celular.
En primera instancia y de manera rapida: se inhibe la salida de glicerol, se activa
directamente la primera enzima de la biosintesis de glicerol, se estimula el flujo
glucolitico, y en una segunda estrategia a largo plazo: Hog1 directamente estimula
la expresion de los genes que codifican para las enzimas de la biosintesis y
absorcion activa del glicerol (Hohmann, 2015).

El glicerol es producido a partir del intermediario glucolitico dihidroxiacetona
fosfato (DHAP), reaccion catalizada por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa NAD*-
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dependiente Gpd1 y Gpd2 y la glicerol-3-fosfatasa, Gpp1 y Gpp2. Hay una ruta
alternativa via la DHAP, sin embargo, este proceso no parece tener un papel
significativo bajo el estrés osmdtico. El glicerol es fosforilado por la glicerol cinasa
Gut1 y oxidado por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial FAD-
dependiente a DHAP, permitiendo su entrada a la glucdlisis/ gluconeogénesis. La
produccion de glicerol y su utilizacién probablemente no ocurren simultaneamente,
porque la via de utilizaciéon es reprimida por la glucosa (Hohmann, 2015) (Fig.
1.10).

Figura 1.10 Metabolismo del glicerol en levaduras. Se muestra la produccion de glicerol a partir del
intermediario glucolitico dihidroxiacetona fosfato (DHAP), su exportacion a través del canal Fps1 y
la captacion por el simportador con protones Stl1, asi como las enzimas involucradas en su sintesis
y utilizacion. Modificado de Hohmann, 2015.

En la fermentacion alcohdlica normal, el glicerol se produce inicialmente en
respuesta a un osmoestrés por la alta concentracién de azucares en el mosto. En
etapas mas tardias de la fermentacion, cuando no hay oxigeno presente y
entonces la respiracion no puede ser usada para la reoxidacion del NADH, parte
de este se reoxida via la produccién de glicerol a partir de la DHAP. Esto es
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necesario porque algunos de los intermediarios glucoliticos son usados para las
vias biosintéticas y entonces no hay suficiente piruvato disponible para reoxidar al
NADH via la produccion de etanol.

Durante el crecimiento de S. cerevisiae en glicerol como unica fuente de
carbono, su captacién se lleva a cabo unicamente por un simportador glicerol/ H*
codificado por el gen STL1 (Ferreira et al., 2005); la delecion de STL1 abate por
completo la internalizacion de glicerol, asi como el crecimiento en esta fuente de
carbono. En el estrés osmotico, la transcripcion de STL7 se induce
transitoriamente durante la fase exponencial de crecimiento en medio con glucosa
(Ferreira et al., 2005; Posas et al., 2000; Rep et al., 2000), sin embargo, esta
captacion activa de glicerol inducida por osmoestrés parece ser reemplazada
subsecuentemente por un incremento en la produccion intracelular de glicerol y
por su retencion dentro de la célula debida al cierre del canal Fps1 que previene el
eflujo del glicerol, evento que también es controlado por Hog1 (Tamas et al.,
2002).

Se ha comprobado que la funcion principal del canal Fps1 en S. cerevisiae
es controlar la exportacion de glicerol durante la osmorregulacion (Tamas et al.,
2002) y se ha cuestionado el concepto generalizado de que el glicerol es capaz de
atravesar la bicapa lipidica de la membrana plasmatica por difusion pasiva dirigida
unicamente por su gradiente de concentracién (Klein et al., 2017).

En D. hansenii, las principales vias metabdlicas (Adler, Blomberg, &
Nilsson, 1985; L. André et al., 1988), asi como los sistemas de transporte —
descritos en la seccion 1.2.1.2— (Klein et al., 2017; Lages et al., 1999; L. Neves,
Oliveira, & Lucas, 2004) involucrados en el metabolismo de glicerol, son similares
a los presentes en S. cerevisiae (Figs. 1.2 y 1.10), con la excepcion del
simportador Na*/glicerol en D. hansenii, que puede usar también iones potasio
para internalizar glicerol (Lucas et al., 1990).

Bajo estrés hiperosmatico, la sintesis de glicerol en S. cerevisiae, asi como
en otras células eucariontes, esta controlada principalmente por la via HOG.
DhGPD1, el gen que codifica para la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, que
cataliza el primer paso de la sintesis de glicerol, fue también identificado, aislado y
expresado en una cepa gpd1A de S. cerevisiae. Se encontré que el estrés
hiperosmoético activo la transcripcion del gen DhGPD1, restaurando la produccion
de glicerol en la cepa Scgpd14, respondiendo a la induccion llevada a cabo por
ScHog1 nativa (Thomé, 2004, 2005; Thomé & Trench, 1999). Ademas, se analiz6
la regulacion de los genes DhGPD1y DhGPP2 en comparacion con los ortélogos
de S. cerevisiae crecida bajo diferentes concentraciones de NaCl y se confirmé
que esos genes estan regulados a la alza bajo estrés hiperosmoético y que tienen
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un papel significativo para la tolerancia a NaCl en D. hansenii (Gori, Mortensen,
Arneborg, & Jespersen, 2005).

1.3.2.5 Regulacion de la homeostasis ionica en el estrés osmoético

El trabajo que se ha hecho a este respecto ha sido también realizado
principalmente en S. cerevisiae. Se sabe que las vias de sefalizacion
conservadas, calcineurina y HOG participan en la regulacién de los procesos de
entrada y salida de iones a nivel de la membrana plasmatica, aunque los detalles
moleculares todavia no se conocen a detalle.

La via HOG tiene varios blancos relevantes: Nha1, Tok1 y Enaf,
transportadores cuya funcidbn en la homeostasis ionica se ha explicado
anteriormente (seccién 1.2.1.2). Un blanco en particular puede integrar multiples
sefales que definen su comportamiento especifico; por ejemplo, Ena1-5 puede
integrar senales de HOG1, calcineurina y otras senales. Esta red de interacciones
funcionales de sefalizacion se esquematiza en la figura 1.11.

Figura 1.11 Red funcional integral de sefializacién que regula la homeostasis iénica a nivel de
membrana plasmatica en S. cerevisiae. En verde, las vias que activan a los transportadores y en
rojo se muestra la inhibicion de la funcién. Tomado de Arifio, Ramos, & Sychrova, 2010.

Bajo un choque osmotico, la cinasa Hog1 se activa por la via HOG (descrita
en la seccion 1.3.2.3) y rapidamente fosforila al transportador Na*/K*-H* Nha1 en
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su extremo C-terminal citosdlico (presumiblemente en las posiciones T-765 y T-
876), disminuyendo asi la concentracion intracelular en exceso del cation téxico
Na*. Este evento de fosforilacion cambia la actividad de Nha1 por un mecanismo
todavia desconocido, pero se ha propuesto que es necesario para la reasociacion
de la maquinaria transcripcional y con ello, se estimula la transcripciéon de ENA1
encargada de expulsar el resto del Na* a expensas de ATP (Proft & Struhl, 2004).
Estos mismos autores muestran la participacion (aunque menos relevante) del
canal Tok1 en esta respuesta temprana. Entonces, Hog1 podria comportarse
como un regulador clave tanto para la respuesta pretranscripcional como para la
transcripcional, relevantes para la adaptacion al estrés debida al catién Na*.

Ademas, en respuesta al choque osmoético mediado por sorbitol, la
fosforilacion de Nha1 por Hog1 resulta en una inhibicion transitoria de la actividad
de extrusion del potasio en S. cerevisiae. Esta disminucion en la pérdida de
potasio via Nha1 ayuda a las células a contender con el estrés osmotico, y en
caso de un estrés por NaCl, entran menos cationes sodio a las células si se libera
menos potasio, resultando entonces, en la deteccion de un fenotipo de incremento
en la tolerancia al sodio (Kinclova-Zimmermannova & Sychrova, 2006).

La falta de Hog1 disminuye de manera importante la respuesta
transcripcional de ENA1 al estrés salino. La regulacion de ENA1 por Hog1 se lleva
a cabo a través de un blanco de la cinasa rio abajo, el factor de transcripcion tipo
bZip (basic leucine Zipper) Sko1, que actua como un represor, reclutando al
complejo co-represor general Ssn6-Tup1 hacia un sitio CRE (elemento de
respuesta a AMP ciclico) ubicado en el promotor de ENA1 (Proft & Serrano, 1999).
El complejo represor Sko1-Ssn6-Tup1 se rompe cuando Hog1 fosforila diversos
residuos en la region N-terminal de Sko1.

Ademas del mecanismo mediado por Sko1, Hog1 activada es capaz de
reclutar al complejo de desacetilasa de histonas Rpd3-Sin3 al promotor de ENAT,
dando lugar a la desacetilacion de histonas y con ello, facilitando la entrada de la
RNA polimerasa Il y por lo tanto la induccion de la expresion del gen bajo estrés
salino (de Nadal et al., 2004).

En contraste con el importante papel de Hog1 en la sefalizacion de la
respuesta a concentraciones téxicas de NaCl, la exposicion de células de levadura
a concentraciones relativamente bajas de LiCl (50 a 100 mM) ocasiona un defecto
en el crecimiento que no se agrava por la delecion de HOG1 y dispara un
incremento importante en la expresion de ENA1 que disminuye solo levemente por
la delecion de HOG1 (Ruiz, Gonzalez, Garcia-Salcedo, Ramos, & Arifio, 2006).
Interesantemente, en S. cerevisiae, hay algunos reportes evidenciando que la
respuesta transcripcional de ENA17 al pH alcalino, no involucra la activacién de la
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cinasa Hog1 (Arifio et al., 2010; Raquel Serrano, Ruiz, Bernal, Chambers, & Arifio,
2002).

1.3.3 Estrés oxidante

Ni el oxigeno ni la luz son necesarios para la vida. Se sabe de la existencia de
organismos que son capaces de vivir en medios completamente anaerdbicos. Mas
aun, se puede hipotetizar que la vida se inicié en las obscuras pozas oceanicas y
que entonces, el inicio de la vida no requiri6 de luz. Sin embargo, por razones
energeéticas, ocurrio un cambio a la captura de luz y este desarrollo de sistemas de
absorcion de luz que ocurrio hace mas de 2 mil millones de anos, dio lugar a las
especies fotosintéticas que producian oxigeno, y con ello, a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por las siglas en inglés: Reactive Oxygen
Species), tales como el radical hidroxilo (HO") o el anién superdxido (O2") (que
tienen uno o mas electrones desapareados, haciéndolos muy reactivos), o el
peroxido de hidrogeno H202, entre otros. Debido a su alta reactividad, las ROS
fueron muy dafinas para la vida primitiva, y era de esperarse que en la evolucion,
se desarrollaran sistemas destoxificantes. Esto puede sugerir que las enzimas
protectoras (por ejemplo, superdxido dismutasas y catalasas) son ancestrales.
Desde el inicio de una atmdsfera rica en oxigeno en la tierra, la vida tuvo que lidiar
con el riesgo toxico y los beneficios energéticos de esta peculiar molécula.

En los organismos aerobios, se estima que el principal productor de ROS,
en forma de superoxido, es la cadena respiratoria mitocondrial. De hecho, los
complejos respiratorios | y lll, estan involucrados en la produccién de superéxido,
siendo que el 70- 80% de su formacion, esta relacionada con la operacion del ciclo
Q en el complejo Ill mitocondrial, y la produccion debida al complejo I, en
presencia de NADH, esta mas relacionada con los acarreadores de electrones de
tipo flavina o centros Fe/S. Existe ademas produccion de ROS a nivel de la
lanzadera de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) mitocondrial (enzima
ligada al FAD, que dona electrones a la cadena respiratoria por medio de la poza
de ubiquinonas); donde la produccion de ROS parece estar relacionada con la
ausencia de un sitio de union a la coenzima Q en la GPDH mitocondrial que
pudiera disminuir la produccion de semiquinona durante la oxidacion del glicerol-3-
fosfato. Sin embargo, esto depende del tipo de célula y el estado respiratorio en
que se encuentra (Rigoulet, Yoboue, & Devin, 2011).

Las ROS se pueden formar también como producto de la - oxidacion de
los acidos grasos en el peroxisoma, por exposicidon a radiacion UV o energia
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ionizante. Al ser las ROS altamente reactivas, son tdxicas y capaces de dafar a
los acidos nucleicos generando aductos o rompiendo la doble hélice del DNA;
pueden asimismo oxidar lipidos y proteinas, afectando en gran medida la
viabilidad celular (Fig. 1.12).

La respuesta y adaptacion celular para protegerse del dafio causado por las
ROS, involucra algunos mecanismos de defensa que pueden ser de tipo
enzimatico y no enzimatico. Las enzimas encargadas de destoxificar las ROS
incluyen a las superdxido dismutasas, catalasas, glutation peroxidasa vy
peroxirredoxinas, y los no enzimaticos al glutation, acido urico, tocoferol,
ascorbato, tiorredoxina y B-caroteno, que remueven y reparan los productos de la
oxidacion.

Figura 1.12 Esquema simplificado de la generacion de ROS en S. cerevisiae. El anidon superdxido
(O2"") se puede generar cuando el oxigeno se reduce por un solo electron durante la sintesis
mitocondrial de ATP a partir de glucosa o etanol como fuente de carbono (en azul) durante la
respiracion. El O2"~ también se puede generar a partir de las oxidasas de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NOX) cuando el NADPH citosdlico se usa como donador de electrones para
reducir el O2 extracelular a O2". Existen otros intermediarios altamente oxidantes (OH’, OH’,
COs3'—, NO2" and NOs’) que se pueden derivar de la reaccion entre el O2"~ y el 6xido nitrico (NO”).
El peréxido de hidrégeno (H202) se puede generar a partir del O2"~ por la superdxido dismutasa
(SOD). El H202 se puede reducir a agua (H20) por las siguientes enzimas: catalasas (CAT),
glutatién peroxidasas (GPX) y peroxiredoxina (PRX). El H202 se puede convertir también en el
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radical hidroxilo (OH") a través de la reaccion de Fenton/Haber-Weiss. El estrés salino induce
estrés osmotico, idnico (Na*) y oxidante que dispara el desbalance en la homeostasis redox celular,
y consecuentemente las ROS se acumulan en la célula. Los niveles de ROS pueden fluctuar
moderadamente, regulando funciones celulares (flechas verdes), mientras que altos niveles de
ROS pueden dar lugar a dafo celular (flechas rojas), generando la condicién llamada estrés
oxidante. Tomado de Gonzalez et al., 2020.

El estrés oxidante, se presenta entonces cuando existe un desbalance en
los sistemas de generacion de ROS y los sistemas de destoxificacion.

Hay reportes de una proteccion cruzada ante diferentes tipos de estrés. Tal
es el caso de la respuesta que se presenta de manera mas eficiente ante un
estrés oxidante, cuando la célula ha sido previamente expuesta a un estrés de tipo
osmotico; por ejemplo, en S. cerevisiae, sometida a un choque hiperosmatico, se
inducen los genes para responder a estrés oxidante, como el de la catalasa CTT1,
y se elevan los niveles de glutation (GSH), CAT y SOD, evidenciando la
importancia de la respuesta antioxidante en la osmoadaptacién (Lu, Wang, Bai, &
Du, 2005). EI fendmeno de proteccion cruzada permite desarrollar cierto grado de
tolerancia a algun agente estresante, siempre y cuando se haya expuesto la célula
a otros tipos de estrés. Esto implica que existe un mecanismo de integracion de
sefales y respuestas entre las diferentes formas de estrés que llegan a
desencadenar respuestas celulares comunes (lgual & Estruch, 2000).

En el caso de D. hansenii, hay trabajos recientes que también relacionan al
estrés hiperosmoético con la respuesta al estrés oxidante. Por un lado, se ha
demostrado que, como en S. cerevisiae, la exposicidon a NaCl y KCI induce la
transcripcion de genes relacionados con respuestas al estrés oxidante; y
viceversa, la exposicion a H2O2, induce genes de respuesta osmatica. Al contrario
de lo que sucede en S. cerevisiae, HOG1 y MSN2 se modulan por estrés a nivel
transcripcional. A nivel enzimatico, el estrés salino también induce defensas
antioxidantes como la catalasa y la glutatién reductasa (Ramos-Moreno, Ramos, &
Michan, 2019). Estos autores también reportaron que ambos tipos de estrés estan
conectados por la generacion de ROS intracelulares y que el H202 puede afectar
la acumulacién intracelular de sodio.

Por otro lado, la expresion heteréloga de los genes de las catalasas Ay T
de D. hansenii, DhCTA1y DhCTT1, respectivamente, en una cepa acatalasémica
de S. cerevisiae, complementa eficientemente la funcion en esta ultima levadura y
particularmente, la cepa en la que se expres6 DhCTT1 mejord su crecimiento en
presencia de estrés salino, evento que coincide con la elevacion de la actividad de
catalasa, que previene la acumulacion de ROS y le confiere a la levadura
resistencia al estrés oxidante (Gonzalez et al., 2020).
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1.3.4 Estrés de reticulo endoplasmico

La sintesis de proteinas transmembranales y de aquellas que son secretadas a los
diferentes organelos celulares se realiza en los ribosomas que estan asociados a
la membrana del reticulo endoplasmico (RE). En el lumen del RE, las proteinas se
modifican ya sea por medio de N-glicosilaciones o formacion de enlaces disulfuro
y se lleva a cabo su correcto plegamiento para dar lugar a la forma nativa de la
proteina que sera transportada a su ubicacion final a través de la via secretora.
Cuando los organismos se exponen a condiciones adversas que disminuyen la
capacidad del RE de cumplir con estos procesos, se producen y acumulan
proteinas mal plegadas, lo que lleva a una condiciébn que se conoce como estrés
de reticulo endoplasmico. El estrés de RE dispara una respuesta celular que
incluye la llamada “respuesta a proteinas mal plegadas”, UPR por sus siglas en
inglés: unfolded protein response, que es una via de sefalizacion muy conservada
entre los eucariontes, incluyendo a las levaduras (Hernandez-Elvira et al., 2019).
Esta via se encarga de aliviar el exceso de proteinas mal plegadas por medio de
un sensor en la membrana del RE (Ire1) que, al fosforilarse, presenta una
actividad de endonucleasa citoplasmica que procesa el pre-mRNA de HAC1. Este
MRNA es entonces traducido eficientemente en el factor de transcripcion Hac1
que regula la transcripcién de varios genes entre los que se incluyen chaperonas,
enzimas de glicosilacion y proteasas entre otros, liberando asi, la acumulacion de
proteinas mal plegadas.

Se ha propuesto que se requieren de otras vias de sefializacion ademas de
la UPR para contender con el estrés de RE, y en particular, de la via HOG, cuya
participacion se ha descrito en el estrés de RE inducido con tunicamicina (Tn). La
tunicamicina es un antibiético con estructura de nucleosido, similar a la UDP-N-
acetilglucosamina que bloquea el primer paso de la N-glicosilacion de las
proteinas.

Para responder al estrés de RE inducido con Tn, la célula requiere de la
presencia tanto de Pbs2 como de Hog1. También se ha visto que Ssk1, el
regulador de respuesta del sistema de fosforrelevo de la rama SLN1 de la via
HOG, es indispensable para que se lleve a cabo una respuesta al estrés por Tn;
sin embargo, algunos de los componentes de la rama SHO1 son dispensables
(Torres-Quiroz, Garcia-Marqués, Coria, Randez-Gil, & Prieto, 2010). Se requiere
necesariamente de la presencia de Hog1, sin embargo, no es necesario que esté
fosforilada para que la respuesta al estrés de RE sea eficiente; esto fue
demostrado utilizando una cepa con una proteina Hog1 no fosforilable, siendo
capaz de crecer en presencia de Tn (Torres-Quiroz et al., 2010). El tratamiento
con Tn, produce soélo una muy deébil sefial de fosforilacion de Hog1 y ello no induce
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su translocacion al nucleo, sin embargo, si es necesaria su actividad de cinasa. Es
muy importante también la produccion de glicerol para proveer de proteccion
durante el estrés de RE, ya que al ser un osmolito, es también una chaperona
quimica que incrementa la estabilidad termodinamica de las proteinas plegadas,
sin afectar otros procesos celulares.

La busqueda de genes cuyos productos suprimieron la sensibilidad a Tn en
una cepa carente de Hog1 (pero no su sensibilidad a estrés hiperosmatico), dio
como resultado la conclusion de que Hog1 podria estar realizando funciones
pleiotrépicas para regular la respuesta celular a los inductores del estrés de RE ya
que encontraron genes con productos de funcion variada que incluyen
glicosilacion, transporte vesicular, exocitosis, organizacion y biogénesis de pared
celular, entre otros, lo que abre un campo de investigacion por demas interesante
para conocer otras funciones de Hog1 (Hernandez-Elvira et al., 2019).

1.3.5 Adaptacion al pH elevado

Algunos microorganismos exhiben un rango amplio de pH O6ptimo para su
crecimiento, dependiendo de las condiciones de cultivo, particularmente los
nutrientes, temperatura y la presencia de metales en el medio. Los alcalofilos
obligados necesitan un pH comprendido entre 8.5 y 11 para desarrollarse y no
crecen o crecen muy poco en pHs cercanos a la neutralidad; mientras que los
alcaldfilos facultativos pueden cultivarse dentro de limites de pH inferiores a los
indicados. A los microorganismos que aparte de ver favorecido su crecimiento a
pHs elevados, pueden tolerar al mismo tiempo altas concentraciones de sal, se les
llama haloalcalofilos y en su mayoria pertenecen a las arqueas.

En general, el margen de pH para el crecimiento de las levaduras es entre
3.0y 7.6, con un pH optimo de 5 a 6. Algunas levaduras como Rhodotorula glutinis
son capaces de crecer a un pH cercano a 9; sin embargo, no hay muchos estudios
bioquimicos ni fisiologicos de tolerancia al pH en levaduras, predominando los
realizados en bacterias (Kurita & Yamazaki, 2002).

La mayoria de los estudios relacionados con la respuesta al estrés alcalino
en levaduras se han realizado en S. cerevisiae. El mantenimiento de un ambiente
acidico se basa primeramente en la extrusion activa de protones que esta
mediada por la H*-ATPasa de membrana plasmatica codificada por el gen PMA1.
El gradiente de potencial electroquimico de protones generado es critico para la
entrada de diferentes nutrientes, incluyendo diversos cationes.
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La secrecién de acido fue explicada inicialmente por la teoria redox, aunque
en esos anos ya se conocia que no existian acarreadores respiratorios en la
membrana plasmatica de la levadura; la teoria mas plausible fue propuesta por A.
Pena et al., 1972, en la cual el bombeo de protones se podia atribuir a una H*-
ATPasa. Experimentos posteriores confirmaron esta propuesta (Pefa, 1975).

Las células tienen diferentes proteinas de transporte, y como lo hemos
descrito, también sucede en D. hansenii. Estas son responsables de controlar la
composicion de iones y solutos tanto del citoplasma como de los organelos. El pH
citoplasmatico es un parametro celular particularmente importante, que es crucial
en procesos como el control del crecimiento y el metabolismo; en este caso, el pH
se encuentra regulado por transportadores tales como los intercambiadores
cation/H*, mientras que el pH en los compartimentos intracelulares se encuentra
regulado por una familia de bombas de protones dependientes de ATP, como la
(H*)-ATPasa de la vacuola.

Una alcalinizacion del ambiente extracelular representa una condicién de
estrés para S. cerevisiae (y para otras levaduras también). Para sobrevivir, debe
detectar el cambio y reaccionar ante €l iniciando una respuesta adaptativa. La
respuesta de esta levadura a la alcalinizacién del ambiente se ha caracterizado
con cierto detalle en los ultimos afios, en muchos casos a través del estudio de
mutantes sensibles a condiciones de pH alto y/o la definiciébn de los ajustes
transcripcionales después de la exposiciéon a pHs alcalinos (Raquel Serrano,
Martin, Casamayor, & Arifio, 2006).

La respuesta al estrés alcalino esta definida como cualquier proceso que
resulte en un cambio en el estado o actividad de la célula (en términos de
movimiento, secrecion, produccion de enzimas, expresion génica, etc.) que sea el
resultado de un estimulo de pH > 7.

Se han realizado algunos estudios sobre este efecto, fundamentalmente
sobre los cambios de expresidn de algunos genes. Se ha visto un aumento de
expresion al aumentar el pH del medio en genes relacionados con el metabolismo
de carbohidratos (ALD4, DLD3, SDH4), en el transporte de fosfatos (PHO12,
PHO84, PHOS89, etc.), en el transporte de iones y homeostasis (ENA71, CST13,
FIT12, ARN2, ARN3, etc.) e involucrados en la respuesta al estrés (HSP30, PAI1,
CCP1, etc.) y principalmente los genes involucrados en el ciclo celular, como
RIM101, que es un regulador positivo de la meiosis, entre otros (Serra-Cardona,
Canadell, & Arifio, 2015).
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De modo interesante, la respuesta en S. cerevisiae es mas compleja que en
otros hongos, por ejemplo Aspergillus nidulans. En este microorganismo, el factor
de transcripcion PacC de dedos de zinc juega un papel primordial mediando la
regulacion del pH, activando directamente promotores de respuesta al pH. En S.
cerevisiae esta el gen que codifica para un homologo de PacC, RIM101, que tiene
un papel importante en la respuesta o adaptacion a pH alcalino, reprimiendo la
expresion de represores transcripcionales como NRG1 (que regula negativamente
una variedad de procesos, incluyendo el crecimiento filamentoso y la respuesta a
pH alcalino). Ademas de la via de RIM101, la adaptacién a pH externo alto
involucra la activaciéon por calcio de la fosfatasa calcineurina (Raquel Serrano et
al., 2006). RIM21 es el sensor membranal del pH (a su vez parte de la via Rim
101); RIM8 esta involucrado en la activacion proteolitica de RIM101. RIM101
participa también en la respuesta a estrés salino.

El grupo de Arifio ha descrito ademas que el estrés alcalino activa rapida y
transitoriamente a Slt2, y que esta activacion estd mediada por Wsc1 (un canal
sensor membranal putativo de estrés) y que esto resulta en el incremento de la
expresion de algunos genes especificos, varios de los cuales son relevantes para
la adaptacion al estrés alcalino (Raquel Serrano et al., 2006). Mas recientemente,
se describid la participacion de la via PKA en la adaptacion al estrés alcalino en S.
cerevisiae (Casado, Gonzalez, Platara, Ruiz, & Arifio, 2011). EI mismo grupo,
después de hacer un analisis de la sobreexpresion de genes provenientes de D.
hansenii que le confirieran la capacidad de tolerar pHs elevados a S. cerevisiae,
encontraron al gen DhGZF3, identificandolo como un factor negativo putativo tipo
GATA, relacionado con ScDal80 y ScGzf3; sin embargo, las células que
sobreexpresaron DhGZF3, curiosamente resultaron menos tolerantes a los
cationes litio y sodio ya que no indujeron correctamente la expresion de la ATPasa
de expulsion ENA1 (Garcia-Salcedo et al., 2006).

La combinacion de estrés salino y alcalino en el comportamiento fisiologico
de D. hansenii indujo deficiencias en sus funciones de adquisicion de energia, sin
embargo, es capaz de tolerar ambos estreses, considerandola entonces, como
una levadura alcali-halotolerante (Sanchez, Calahorra, Ramirez, & Pefia, 2018).

Es importante sefalar que S. cerevisiae (la levadura convencional para los
distintos campos de investigacion) no es capaz de lidiar con un estrés salino y
alcalino como el que se ha sometido a D. hansenii; es por ello que resulta
interesante entender los procesos bioquimicos, las vias de sefalizacion y el
resultado molecular que le permiten a esta levadura poder ser alcali-halotolerante.
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La adaptacion a condiciones ambientales con alta salinidad es un proceso
biolégico de la mayor importancia en la agricultura y la biotecnologia debido al
incremento en la salinidad y la alcalinidad de las tierras cultivables. Debaryomyces
hansenii, siendo una levadura naturalmente resistente a la sal y al pH elevados es
un microorganismo modelo de gran importancia para la comprension de los
procesos que conllevan a esas tolerancias y en un futuro, quizéd hasta de
aplicacion de algunas de ellas en el disefio de plantas resistentes a la sal y al pH
elevado.
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D. hansenii. tincion con FUN1 para evaluar viabilidad celular;

microscopio de epifluorescencia, 100X.

2 HIPOTESIS



2 HIPOTESIS

Si la MAP cinasa HOG1 es la proteina mas importante de la via de transduccién
de senales de estrés hiperosmoético en levaduras, DhHog1 de Debaryomyces
hansenii sera necesaria para que esta levadura halotolerante pueda contender
adecuadamente con el estrés hipersalino y, en comparacion con Saccharomyces
cerevisiae, que es halosensible, su funcionalidad sera diferente.
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“La planta insumisa” Remedios Varo, 1961.

Imagen tomada de https://www.remedios-varo.com/planta-insumisa-1961/

3 OBJETIVOS



3 OBJETIVOS

Objetivo General.

Analizar la funcionalidad de la MAP cinasa Hog1 de Debaryomyces
hansenii, que es una levadura naturalmente halotolerante y compararla con la de
Saccharomyces cerevisiae, levadura halo-sensible.

Objetivos Particulares.

e Comparar el patron de fosforilacion de la proteina Hog1 en Debaryomyces
hansenii y Saccharomyces cerevisiae en respuesta a estrés salino.

e Estudiar la localizacion subcelular de DhHog1 y determinar si es
translocada al nucleo en respuesta a estrés salino. Analizar la temporalidad
del fendbmeno.

e Estudiar la funcibn de DhHog1 mediante el estudio fenotipico en

condiciones de estrés hiperosmotico de una mutante de Debaryomyces
hansenii.

e Analizar el papel de DhHog1 en la resistencia a otros tipos de estrés: de
temperatura, oxidante, de reticulo endoplasmico y alcalino.
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Extractos proteicos de D. hansenii después de someterlos a una electroforesis desnaturalizante en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4 MATERIALES Y METODOS



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas, plasmidos y medios de cultivo

D. hansenii Y7426 fue donada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, Peoria, lllinois, USA.

La mutante Dhhog1A (hog1A::SAT1-yeYFP1) es una cepa isogénica a la
cepa Y7426 y su construccion se esquematiza en la Fig. 5.4a en la seccién 5 de
Resultados. S. cerevisiae BY4742 (MATa, his3-A1, leu2-A0, lys2-A0, ura3-A0) y su
cepa isogénica hog1A (MATa, his3-A1, leu2-A0, lys2-A0, ura3-A0, hog1A::kanMX)
se obtuvieron de la coleccion de cepas mutantes Yeast Knockout Collection.

Las levaduras se cultivaron rutinariamente a 28°C en YPD (1% extracto de
levadura, 2% peptona, 2% glucosa). Para la seleccion de las mutantes y su
mantenimiento, el YPD fue suplementado con 150 pg/mL de nourseotricina
(clonNAT) (Werner BioAgents GmbH, Germany). Las modificaciones a los medios
de cultivo y a las temperaturas se indican en los pies de figura de cada
experimento. Se utilizd Escherichia coli DH5a para propagar a los plasmidos. Las
bacterias se cultivaron a 37 °C en medio LB (1% triptona, 0.5% extracto de
levadura, 0.5% NaCl) conteniendo 100 ug/mL de ampicilina para la seleccion de
los plasmidos.

Para transformar las levaduras se utilizé el vector pAYCU244 (Ppnrer1-
SAT1-Tugrek1-Pugact1-ye YFP-Tugtre1), €specialmente adaptado para D. hansenii
(Defosse et al., 2018). Se utilizo al vector pPGEM-TEasy™ (Promega) para clonar y
secuenciar los productos de PCR.

4.2 Ensayos de crecimiento

Se realizaron curvas de crecimiento en medio YPD al que se le adicionaron
diferentes concentraciones de NaCl (indicadas en la Fig. 5.1), utilizando para ello,
matraces nefelométricos de 250 mL con el objetivo de airear adecuadamente los
cultivos debido a las caracteristicas preferentemente respiratorias de D.hansenii.
Los cultivos se incubaron a 28°C en un agitador orbital a 250 rpm. Se sigui6 el
crecimiento cada hora, usando un fotocolorimetro Klett- Summerson. Las unidades
Klett se convirtieron a DOssonm (Densidad optica a 540 nm), multiplicando por
0.002. Se extrapolaron lineas rectas en la fase exponencial de la curva para cada
condicion y se calcul6 la pendiente por regresion lineal. Se calculé entonces, el



crecimiento relativo como el valor de la pendiente de cada condicién experimental
en relacion con el valor de la pendiente en la condicion sin NaCl. Esto para cada
especie de levadura: D. hanseniiy S. cerevisiae.

Se realizaron ensayos de crecimiento en medio sdélido YPD (con 2% de
agar), suplementado con las concentraciones indicadas de NaCl o sorbitol (o los
agentes inductores de estrés oxidante o de reticulo endoplasmico (RE)). Se
utilizaron cultivos de levaduras de 16 h (overnight) en medio liquido YPD y con
ellos se prepararon suspensiones de levaduras, ajustando la DOeoo a 1.0 (con
YPD) a partir de las cuales, se realizaron las diluciones decimales seriadas en una
placa de 96 pozos. La siembra se realizé utilizando una plancha de aluminio multi-
puntas que deposita aproximadamente 5 yL de cada suspension sobre las placas
de cada medio. Las placas se incubaron a 28 °C por 48 horas y se fotografiaron.
Cuando se requeria, la temperatura y el tiempo se modificaron como se indica en
cada figura. Cabe aclarar que unicamente se utilizé un fotocolorimetro Klett para
las curvas de crecimiento en medio liquido; para todos los demas ensayos en que
se requirié determinar la DO, se utilizé un espectrofotometro Beckman DUG50.

4.3 Clonacién, eliminacion y etiquetamiento de DhHOG1

El gen DhHOG1 se amplificé por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
utilizando los oligonucleétidos DhHog1F y DhHog1R (Tabla 4.1) y DNA gendmico
de D. hansenii como templado. El producto resultante de PCR se clon6 en el
vector pGEM-TEasy.

La mutante hog1A de D. hansenii se construyd por recombinacion
homologa por medio de un amplicon de PCR conteniendo el casete SAT1-yeYFP1
y extremos de recombinacion homélogos a DhHOG1 de 40 nucledtidos (Fig. 5.4a).
El amplicon de PCR se sintetizd utilizando los oligonucle6tidos hibridos
Dhhog1Ap244hyb Fy R (Tabla 4.1) y el plasmido pAYCU244 como templado.

Tabla 4.1. Oligonucleétidos utilizados en este proyecto

(5 >3
DhHOG1_F CTTTTCAATCGACGCTCGGC
DhHOGI1_R ACACTTCCAGTAGTTGTTCTGGT

Dhhog1Ap244hyb_F CTTTTCAATCGACGCTCGGCATTCGGAATTAATGCCAATAAGTCTTATATATATCCGAAC
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Dhhog1Ap244hyb R

ACACTTCCAGTAGTTGTTCTGGTGTAATACTTGATTCAGTTTGGCTACTGAAGCCGCTAC

PreDhHOGI1_F TGTCCCTCTTAGCCACTGGT
InterDhHOG1_F TCCAGTTGGTATGGGAGCGT
InterDhHOG1_R ACGCTCCCATACCAACTGGA
PostDhHOG1_R ATTTCTAGAAATTCGCACTG
SAT1_F ATTTCGGTGATCCCTGAGCA
SAT1_R TGTGCTCCCGAGAACCAGTA
YFP1_F GTCTCCGGTGAAGGTGAAGG
YFP1_R ACCATGGGTAATACCAGCAGC

TmgTRP1PphTEF1_F

GTAGCGGCTTCAGTAGCCAAAGTCTTATATATATCCGAAC

TmgPGK1-3'UTRHog1_R

TCCAGTAGTTGTTCTGGTGTAATACTTGATTCAGTGGAGATCACATAACCACAAGGTGCC

DhHOG1-YFP1_F

CAGCCAATACCAACAAACCAACCAAGAACAGAAAGTTGAAATGTCTAAAGGTGAAGAATT

TmgTRP1-Pon TEF1_R

GTTCGGATATATATAAGACTTTGGCTACTGAAGCCGCTAC

PCR4_F AAATGGCTCAAATCCAACAAGAGGGTATTCAAGCTCCTAGCAGCCAATACCAACAAACCA
PCR4_R ATTCAAATTTATACATGTATTGTAATTTAAATGGAACACTTCCAGTAGTTGTTCTGGTGT
PCR5_F CAAATTATAGGTGCTGGGGCAAACGGAACAACTCAAGAACAAATGGCTCAAATCCAACAA
PCR5_R TTTCTAGAAATTCGCACTGTAAATGGTTACATGGATAAGAATTCAAATTTATACATGTAT

DhGPD1_RT-qPCR_F

AGCATTCCACAGACCTTACTTTC

DhGPD1_RT-qPCR_R

ATTGTCACCCCAGCCTAATC

DhSTL1_RT-GPCR_F

TGGGAATGGCTGACACTTATG

DhSTL1_RT-gPCR_R

GCTCTTCTACCCAA CTATCAATC

DhACTI1_RT-gPCR_F

CCCAGAAGAACACCCAGTTT

DhACTI_RT-gPCR_R

CGGCTTGGATAGAAACGTAGAA

Los nucledtidos subrayados en los oligonucléotidos hibridos, son complementarios al locus HOG1

de D. hansenii.

El etiquetamiento de DhHOG1 con la secuencia de la proteina amarilla
fluorescente (yeYFP) se logr6 también por recombinacion homodloga de un
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amplicén obtenido por medio de PCRs suscesivas usando al plasmido pAYCU244
como templado. A grandes rasgos: una primera reaccion de PCR se disefio para
fusionar el ORF (Open Reading Frame | marco de lectura abierto) de yeYFP1 en
linea con el extremo 3" de DhHOG1 y para eliminar el codon de paro al mismo
tiempo. Se realizé ademas una reaccion de PCR por separado para fusionar la
region del terminador de SAT7 con la regidon 3'UTR de DhHOG1. Estos dos
productos de PCR se fusionaron en una tercera reaccion de PCR con la que se
obtuvo un amplicon de 2899 pares de bases (pb) conteniendo 120 pb del ORF
3'de DhHOG1, seguido por el gen yeYFP1 (con el terminador de MgTRP1), el gen
SAT1 (flanqueado por el promotor DhTEF1 y el terminador MgPGK1) y 120 pb del
extremo 3'UTR (extremo no traducido en 3°) de DhHOG1. Los oligonucleoétidos
utilizados para las reacciones sucesivas de PCR estan enlistados en la Tabla 4.1.
El producto final de PCR se envio a secuenciacion y se utilizé para transformar a
las levaduras.

4.4 Transformacion de las levaduras

Se hizo un precultivo de D. hansenii en 10 mL de YPD por 24 h a 28 °C con
agitacion a 250 rpm. Se utiliz6 1 mL de ese precultivo para inocular 50 mL de YPD
y se incubd por 24 h en las mismas condiciones. Las células se cosecharon por
centrifugacion (4500 g, 10 min, temperatura ambiente) y se resuspendieron en 6
mL de amortiguador de fosfatos, pH 7.5 al que se le agregd (en ese momento)
DTT a una concentracion final de 25 mM. Esta suspension se incubd a 30 °C por
15 min. Pasado ese tiempo, se centrifugé a 4000 g, 10 min a 4 °C y las células se
lavaron 2 veces con 20 mL de agua helada y una vez con 20 mL de sorbitol 1 M,
previamente enfriado en agua con hielo. Las células se resuspendieron en 3 mL
de sorbitol 1 M y se mantuvieron en hielo. Se adicioné 1 ug de DNA (resuspendido
en 10 yL de agua) a 200 pL de la suspensiéon de levaduras pre-tratadas y se
transfirieron a una celda de electroporaciéon de 0.2 cm de ancho. Las células se
electroporaron con un pulso eléctrico de 2.3 kV, 25 pF y 200 Ohms en un
electroporador BioRad Gene Pulser Il. Se agreg6é inmediatamente 1 mL de YPD
para lavar las células de la celda. Esta suspension celular se utilizé para inocular
10 mL de YPD (en un matraz Erlenmeyer de 250 mL) y se incub6 24 h a 28 °C y
250 rpm para permitir la recuperacion de las células. Se plaquearon 100 uL de esa
nueva suspension celular en YPD adicionado con 150 pg/mL de clonNAT y se
incubaron a 28° C hasta que aparecieron colonias (24- 48 h). Las clonas
transformantes se resembraron en YPD con 150 ug/mL de clonNAT y se
analizaron para definir la correcta integracion del DNA.
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4.5 Ensayos de fosforilacién e inmunodeteccion

Los western blots se realizaron como ha sido descrito (Vazquez-lbarra et al., 2018)
(ver Anexos 9.1 y 9.2). Las células cultivadas por 16 h en medio YPD se
colectaron por centrifugacion, se resuspendieron en medio fresco a 0.5 UDOeoonm Y
se incubaron por 3 h a 28 °C. Se centrifugaron 15 mL de cada suspension y las
células se trataron con diferentes concentraciones de NaCl por diferentes periodos
de tiempo (como se indica en cada figura). 1 mL de cada suspension celular se fijé
con 300 uL de acido tricloroacético al 85% por 10 min a temperatura ambiente y se
lavaron dos veces con 1 mL de agua. Las células se lisaron con el amortiguador
SB-DTT y perlas de vidrio como se ha descrito (Velazquez-Zavala et al., 2015). Se
realizaron electroforesis desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
para separar las proteinas de las muestras (20 uL de extracto libre de células para
D. hanseniiy 3 a 5 uL para S. cerevisiae) y después se transfirieron a membranas
de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore, Edo. de México, México). La
inmunodeteccion se realizoé utilizando un anticuerpo anti-Hog1 disefiado contra
Hog1 de S. cerevisiae (1:1000, y-215; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)
para la deteccion de Hog1 total y un anticuerpo anti- fosfo p38 (1:1000; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA) para la deteccion de Hog1 fosforilada.
El anticuerpo secundario fue un anti-cabra acoplado a HRP (peroxidasa de
rabano) reconstituido a 0.1 mg/ mL en PBS- glicerol al 50% (1:10,000, Invitrogen,
G21234). Para detectar la quimioluminiscencia resultante se utilizdé el kit
Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP substrate (Millipore, MA., USA).
Todos los western blots se repitieron al menos 3 veces y en las figuras se
muestran los representativos.

4.6 Microscopia de fluorescencia

Las células que contenian el casete SAT7-yeYFP1 integrado en el locus de
DhHOG1, se cultivaron 16 h en medio YPD con 150 ug/ mL de clonNAT; se
centrifugaron y lavaron una vez con agua y se observaron con un microscopio
LSM 710-Zeiss con el software Zen black 2.3. Las imagenes se obtuvieron por
microscopia confocal en el modo de doble foton. La proteina yeYFP se detectd a
longitudes de onda de 514-527 nm de excitacion y emision, respectivamente.

La fusion DhHog1-yeYFP1 se detecté en células crecidas 16 h en YPD,
colectadas y resuspendidas a una DOeoonm =1.0 en YPD fresco. Para detalle de la
metodologia, consultar el Anexo 9.3. A grandes rasgos, la suspension de
levaduras se incubd por 3 h y se centrifugo para agregar a las células YPD o YPD
con 2 M NaCl. Se tomaron muestras de 1 mL a los diferentes tiempos y se detuvo
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la incubacién con 150 pyL de formaldehido al 37% por 15 min. Las células asi
fijadas, se lavaron 3 veces con 1 mL de PBS. Para la tincion del nucleo se
adicion6 DAPI (2-(4-amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina) a una concentracién
final de 90 nM y se incub6 30 min en la obscuridad a temperatura ambiente. Las
células se lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron en 100 pL de PBS. La
proteina amarilla fluorescente yeYFP se observd con un microscopio de
epifluorescencia NIKON con un filtro verde. Las imagenes se tomaron vy
procesaron utilizando el software O_Capture Pro (version 6.0).

4.7 Determinacién de la produccién de glicerol

Se utilizaron cultivos de 16 h en YPD para preparar suspensiones de levaduras a
una DOeoo nm= 2.0 en YPD. Para cada muestra experimental, 10 mL de la
suspension de levaduras se centrifugaron y se resuspendieron en 5 mL en YPD
fresco con o sin la concentracion indicada de NaCl y se incubaron por 4 h en un
tambor rotatorio a 28 °C. Para la determinacion del glicerol externo, se tomo6 1 mL
de cada suspension de levaduras y se centrifugd a 1625 g y el sobrenadante se
mantuvo en hielo. Para medir el glicerol total, 1 mL de cada suspension se coloco
en tubos de ensaye de vidrio, tapandolos con canicas y se hirvieron por 15 min, se
colocaron en hielo por 10 min y luego se agitaron fuertemente en vortex por 2 min
y se centrifugaron en la microcentrifuga por 1 min a 13,000 rpm. El contenido de
glicerol en las muestras asi obtenidas se midi6 en 10 yL de cada sobrenadante
con el kit enzimatico para Glicerol de Boehringer Mannheim /R-Biopharm,
adaptando los volumenes para utilizarlo en placas de 96 pozos. Se midio la
absorbencia a 340 nm con un lector de microplacas POLARstar Omega. El
contenido de glicerol se normalizé al peso seco de levadura en cada muestra
(determinado por duplicado). El glicerol interno se calcul6é por medio de la resta del
valor del glicerol total menos el externo en cada condicion. Los datos mostrados
son el promedio * la desviacién estandar. Cada muestra fue medida en duplicado
y se realizaron 3 réplicas biologicas.

4.8 Extraccion de RNA

Se hicieron cultivos de D. hansenii Wild Type (WT, o silvestre) y Dhhog1A en YPD
por 16 horas. Se ajustaron suspensiones a una DOgsoo nm = 0.5 en 100 mL de YPD
y se incubaron por 3 h a 28 °C con agitacion a 250 rpm. Se tomaron 50 mL de
cada cultivo para centrifugarlos durante 5 min a 1750 g y se resuspendieron en 10
mL de YPD con o sin 2 M de NaCl y se incubaron bajo las mismas condiciones.
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Después de la incubacion, las células se centrifugaron y se resuspendieron en 1
mL de amortiguador AE (acetato de sodio 50 mM y EDTA 10 mM), para realizar la
extraccion de RNA con una modificacion al protocolo de (Schmitt, Brown, &
Trumpower, 1990), descrito “in extenso” en el Anexo 9.4. La integridad del RNA se
verificd por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en condiciones
desnaturalizantes.

4.9 Analisis de la expresién génica.

El RNA total fue tratado con DNasal (RQ7 RNase-Free DNase™, Promega) para
remover cualquier traza de DNA gendmico contaminante. Las reacciones de
sintesis de cDNA (DNA complementario) se realizaron usando el kit ImProm-II™
Reverse Transcription System (Promega). La PCR en tiempo real cuantitativa
(gPCR) se realiz6 usando el método de la curva estandar con oligonucleétidos
especificos para los genes DhGPD1 (ID: 2903610), DhSTL1 (ID: 2902951) y
DhACT1 (ID: 2901278), que codifican para la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
NAD*-dependiente, el simportador glicerol/H* de la membrana plasmatica y actina,
respectivamente. Inicialmente, se hizo un analisis en los oligonucledtidos para la
corroborar la ausencia de dimeros, horquillas e hibridacion cruzada. Se usaron
entonces, los propuestos en la Tabla 4.1, con un 100% de eficiencia en la
amplificacion. Se realizaron ademas, reacciones control sin transcriptasa reversa.
El corrimiento y analisis de las RT-gPCRs se realiz6é en un equipo Rotor-Gene de
Qiagen. Se utilizé el colorante SYBR Green para la deteccion de los productos
resultantes (2X SYBR Select Mastermix de Applied Biosystems). La gPCR se llevo
a cabo de la siguiente manera: 1 ciclo de 5 min a 95 °C, y 35 ciclos de —15 seg a
95 °C, 20 seg a 58 °C y 20 seg a 72 °C—. Los transcritos se normalizaron segun el
contenido de los transcritos de DhACT1 obtenidos. Los niveles de expresion
relativa (fold induction) se evaluaron con respecto al control obtenido con las
células WT por el método de la curva estandar. Los datos mostrados en los
resultados son el promedio * la desviacion estandar de 4 réplicas biologicas.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacion de la halotolerancia de D. hansenii

Para determinar la tolerancia maxima de D. hansenii al NaCl, se realizaron curvas
de crecimiento en medio YPD adicionando diferentes concentraciones de sal. Para
tener una idea clara de la resistencia a la sal de D. hansenii, este y los siguientes
experimentos se realizaron comparando con una cepa silvestre de S. cerevisiae
(halosensible). Debido a que D. hansenii tiene un metabolismo preferentemente
respiratorio (Sanchez, et al., 2008), los parametros de crecimiento se obtuvieron
en matraces bien aireados, para garantizar una disponibilidad 6ptima de Oa.
Detectamos que a medida que aumentaba la concentracién de NaCl, la velocidad
de crecimiento de ambas cepas disminuia (Fig. 5.1); sin embargo, a 1 M de NaCl
se encontré solo un efecto moderado sobre el crecimiento de D. hansenii (Fig.
5.1a) en contraste con S. cerevisiae, que a tal concentracibn muestra un
importante detrimento en su crecimiento (Fig. 5.1b). Esto se observa mas
claramente al comparar los valores de crecimiento relativo (obtenidos con la
pendiente de la regresion lineal de la fase exponencial de crecimiento) (Fig. 5.1,
insertos). El crecimiento de S. cerevisiae se redujo en un 70% con 1 M de NaCl,
mientras que, a la misma concentracién de NaCl, el crecimiento de D. hansenii
disminuyé solo un 20%. A concentraciones mas altas de NaCl, S. cerevisiae no
crecié, mientras que D. hansenii todavia pudo hacerlo. Se detectd, ademas, una
reduccion del 50% en la velocidad de crecimiento de D. hansenii con una
concentracion de NaCl de 1.5 M. Aunque con 2 M de NaCl se observé un efecto
significativo sobre el crecimiento de D. hansenii, todavia acumuld biomasa y
alcanzo la fase estacionaria en el doble de tiempo que la curva control sin sal (no
se muestra). Estas observaciones indican que D. hansenii puede crecer
adecuadamente en concentraciones de NaCl que son perjudiciales para S.
cerevisiae y que en estas condiciones de crecimiento puede tolerar hasta 2.5 M de
NacCl.

5.2 Cinética de la fosforilacion de DhHog1 como
resultado de la exposicién a NaCl

En S. cerevisiae, el estrés hiperosmotico provoca la activacion de la via HOG a
través de la fosforilacion transitoria de la MAPK Hog1. El tiempo en que Hog1
permanece fosforilada depende del grado del estimulo hiperosmatico, por ejemplo,
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de 40 a 60 minutos bajo estrés moderado (0.4 a 0.6 M de NaCl) (Van Wuytswinkel
et al., 2000; Vazquez-lbarra et al., 2018).

Figura 5.1 Curvas de crecimiento de D. hansenii (a) y S. cerevisiae (b) con diferentes
concentraciones de NaCl. Los cultivos se realizaron en matraces nefelométricos, en medio YPD
con las concentraciones indicadas de NaCl a 28°C con agitacion de 250 rpm. El cultivo inicial se
obtuvo de células recién cosechadas de un precultivo de 16 horas en YPD ajustado a una
DOsoonm= 0.1. Las lecturas de crecimiento se tomaron en un fotocolorimetro Klett-Summerson. Para
obtener la tasa relativa de crecimiento, se ajustaron regresiones lineales a la porcion logaritmica de
las curvas, normalizando con la condicion control sin NaCl (insertos). Se muestran graficas
representativas de 3 diferentes réplicas bioldgicas.

Para analizar la contribucion de Hog1 a la tolerancia a la sal de D. hansenii,
determinamos la cinética de la fosforilacion de DhHog1 en concentraciones de
NaCl a las que el crecimiento celular no se vio afectado o comprometido. Se
monitoreo la fosforilacidon de DhHog1 con un anticuerpo anti-fosfo-p38 que detecta
la forma fosforilada de la proteina. Al exponer las células de D. hansenii a
concentraciones crecientes de NaCl durante 10 min, la fosforilacion de DhHog1
inicio con 0.3 M, y aument6 gradualmente hasta alcanzar una meseta maxima con
1 a2 M (Fig. 5.2a). Aunque la fosforilacién de DhHog1 se redujo significativamente
en concentraciones superiores a 2 M todavia se detecté a 3 M de NaCl (Fig. 5.2c).
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Figura 5.2 Fosforilacion de Hog1 dependiente de la concentracion de NaCl y curso temporal en D.
hanseniiy S. cerevisiae. Las células se cultivaron en YPD hasta la fase logaritmica media y fueron
tratadas con diferentes concentraciones de NaCl. a. Dosis-respuesta. Células tratadas con las
concentraciones de NaCl indicadas durante 10 min (D. hansenii) o 5 min (S. cerevisiae). Se
incluyeron extractos de proteinas de la cepa opuesta tratada con 1M de NaCl (10 min para Scy 5
min para Dh) como referencia. b. Curso temporal. Las células fueron tratadas con 2 M (D. hansenii)
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6 0.5 M (S. cerevisiae) de NaCl durante los tiempos indicados. La abundancia relativa de fosfo-
Hog1 se determind por densitometria de tres ensayos independientes. Los valores representan el
cociente de fosfo- Hog1 dividido entre el total de Hog1 y multiplicado por 10. Las barras
representan el error estandar. Hog1 fosforilado se detecté con un anticuerpo anti-fosfo p38 y Hog1
total se detectd en la misma membrana previamente “desnudada” con un anticuerpo anti-Hog1. c.
Dosis-respuesta extendida a 3 M de NaCl. Se presentan imagenes representativas de cada
ensayo.

Por el contrario, ScHog1 alcanzé su maximo a 0.5 M de NaCl y luego
disminuy6 abruptamente hasta no detectarse a 2 M de NaCl. Posteriormente se
realizé un ensayo de curso temporal, utilizando la concentracién de NaCl a la cual,
en el experimento anterior se veia el pico de fosforilacion. En este ensayo, el nivel
de DhHog1 fosforilado aumentd con el tiempo, alcanzando su maximo a los 60
min, y luego disminuy6 gradualmente (Fig. 5.2b), pero aun se detect6 a los 180
minutos de exposicidon al NaCl. En S. cerevisiae, el lapso de fosforilacion de
ScHog1 en estas condiciones fue de menor duracion que el observado en D.
hansenii.

Comparado con ScHog1, hay un desplazamiento a la derecha de la
abundancia relativa de DhHog1 fosforilada, tanto en la respuesta dependiente de
la dosis como en el curso temporal, lo que indica que DhHog1 se fosforila a
mayores concentraciones de NaCl que ScHog1 y por periodos mas largos. Esta
observacién concuerda con el nivel de tolerancia a la sal que D. hansenii mostro
en el ensayo de crecimiento celular y sugiere que Hog1 puede ser requerido hasta
cierto punto para inducir resistencia a la alta concentracién de sal.

5.3 Construccion de la mutante nula DhHOG1A

Las observaciones previas sugieren que la MAPK Hog1 podria desempefar un
papel importante en el mecanismo de halotolerancia en D. hansenii. Hay algunos
antecedentes de la caracterizacion de esta MAPK en D. hansenii, entre ellos: el
grupo de Mondal, en la India, clon6 y secuenci6 el gen DhHOG1 y mostraron que
codifica para una proteina similar a la Hog1 de varias levaduras, incluyendo
levaduras no-convencionales (Bansal & Mondal, 2000). El analisis de la proteina
DhHog1 predice que tiene 387 residuos de aminoacidos y comparte un 86% de
identidad con ScHog1 (Fig. 5.3). En su secuencia contiene el motivo fosforilable
TGY (treonina-glicina-tirosina) dentro del asa de activacion y los dos dominios de
union a Pbs2: el dominio de unién “common docking” (CD) y el dominio PBD-2
(Murakami, Tatebayashi, & Saito, 2008). El extremo C-terminal de DhHog1
muestra grandes diferencias en longitud y secuencia en comparacion con el de
ScHog1; sin embargo, DhHog1 conserva la region que participa en la regulacidon
de la autofosforilacion de ScHog1 (Maayan et al., 2012). Curiosamente, el
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alineamiento que se muestra en la Fig. 5.3 indica que las especies relacionadas
con el clado CTG muestran una reduccion en la longitud de la region C-terminal.
Esto podria reflejar que, como se observd anteriormente en sistemas de dos
componentes en Saccharomycotina (Hérivaux et al., 2018), algunas rutas en la
evolucion fueron clado-especificas dentro de las vias de respuesta a estrés.

Figura 5.3 Alineamiento de la secuencia Hog1p de varias levaduras no-convencionales y S.
cerevisiae. El alineamiento multiple de las secuencias se realizé utilizando la plataforma de Clustal
Omega de EMBL-EBI y se utilizd JalView para visualizar la alineacion. Las levaduras que se
incluyeron para comparacion con Debaryomyces hansenii fueron: Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces marxianus, Scheffersomyces stipitis y Meyerozyma guilliermondii. El sitio de
fosforilacion conservado TGY se muestra con asteriscos. Se indican el dominio CD (“Common
docking”) y el dominio PBD-2 (union a Pbs2). El azul oscuro corresponde al 100% de identidad
entre especies.

Para conocer la contribucién de DhHog1 a la halotolerancia de D. hansenii,
disefiamos una estrategia para la construccion de una cepa carente de HOG1. Las
herramientas convencionales para el reemplazo e inactivacion de genes no son
utiles en D. hansenii, ya que esta levadura, al pertenecer al clado CTG, traduce
ambiguamente el codén CUG en Serina o Leucina (Tekaia et al., 2000). En este
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proyecto, utilizamos el plasmido pAYCU244 (Fig. 5.4a), que habia sido
previamente optimizado para el manejo genético del uso de codones en D.
hansenii (Defosse et al., 2018). Para reemplazar el locus de DhHOG1 por
recombinacién homologa, se utilizé un casete que contiene el gen SAT1 (que
confiere resistencia a la nourseotricina) y el gen reportero ye YFP (yeast-enhanced
Yellow Fluorescent Protein) (Fig. 5.4a). Se aislaron solo 9 clonas (de 624
resistentes a nourseotricina) que fueron sensibles a 2 M de NaCl. Estas 9 clonas
se sometieron a una serie de reacciones de PCR para explorar la estructura de su
locus de HOG1 (Fig. 5.4b).

Figura 5.4 a. Mapa del plasmido pAYCU244 y estrategia de delecion de DhHOG1. Se muestran
s6lo los genes relevantes y secuencias reguladoras del pAYCU244 (Defosse et al., 2018). El gen
SAT1 confiere resistencia a nourseotricina y el gen yeYFP codifica para la proteina amarilla
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fluorescente. Las pequefias flechas negras indican los oligonucleotidos para generar el casete
SAT1-yeYFP flanqueados por colas recombinantes de 40 pb (verde). La integracion del casete y
reemplazo del gen DhHOG1 se indica con pequefias lineas grises punteadas. Las flechas de
colores indican los oligonucledtidos utilizados para verificar el reemplazo de los genes. b. Analisis
de PCR de las presuntas clonas recombinantes. Se utilizo DNA genoémico como templado. Las
flechas de colores (mismo cédigo que en a) en la parte superior de los geles indican los
oligonucledtidos utilizados en cada reaccion. Dh denota productos de PCR de la cepa silvestre
(WT, wild type). Se indica el tamafio esperado de los productos de PCR en pares de bases (bp). El
asterisco indica la clona con la integracion correcta.

Figura 5.4 c. Imagenes de microscopia de D. hansenii WT (control) y de la clona No. 2. Células
frescas cultivadas en YPD o YPD + nourseotricina (clona No. 2) observadas por microscopia
confocal de doble foton en un microscopio LSM 710-Zeiss. La proteina yeYFP se observo a 514-
527 nm (longitudes de onda de excitacion y de emision, respectivamente); también se visualizaron
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imagenes en campo claro. d. Deteccion de Hog1 y fosfo-Hog1 en clonas recombinantes por
Western Blot. Células cultivadas en YPD hasta la mitad de la fase logaritmica se incubaron durante
10 min en NaCl 1 M y se prepararon extractos proteicos. Hog1 fosforilada (P-Hog1) se detect6 con
un anticuerpo anti-fosfo-p38 y luego se detecté Hog1 total con un anticuerpo anti-Hog1 en la
misma membrana previamente desnudada. Se cargaron extractos proteicos de D. hansenii (Dh) y
S. cerevisiae (Sc) de células tratadas en las mismas condiciones, en el mismo gel.

Estas 9 clonas se sometieron a una serie de reacciones de PCR para
explorar la estructura de sus loci HOG1 (Fig. 5.4b). Parecia que tres clonas habian
integrado el casete SAT71-yeYFP en el locus adecuado (Clonas 2, 5 y 8); sin
embargo, las clonas 5 y 8 presentaron también el amplicon silvestre (WT) HOG1.
Solo en la clona 2 se encontré el casete SAT1-yeYFP correctamente integrado por
un doble entrecruzamiento con el locus HOG1, lo que sugiri6 que se trataba de
una auténtica mutante nula de HOG7. Esto se confirmdé ademas con dos
observaciones mas: la clona 2 mostré una alta expresion del reportero yeYFP (Fig.
5.4c) y no mostré reaccion cruzada con el anticuerpo anti-Hog1 ni con el
anticuerpo anti-fosfo-p38 después del tratamiento con NaCl 1 M (Fig. 5.4d). En
conjunto, estas observaciones sugieren que el entrecruzamiento doble (por
recombinacién homodloga) no es un evento frecuente en D. hansenii y que la
mayoria de las integraciones ocurren ectopicamente como se observo
previamente en otras especies de levaduras no convencionales (Kretzschmar et
al., 2013; Oguro et al., 2017; Schorsch, Kohler, & Boles, 2009). Estos resultados
podrian, ademas, explicar la dificultad de otros autores para obtener mutantes en
esta levadura.

5.4 DhHOGT1 se requiere para la halotolerancia en D.
hansenii

La participacion y la contribucion de Hog1 en la halotolerancia de D. hansenii se
determiné mediante pruebas de goteo con diluciones seriadas en placas de YPD
con concentraciones crecientes de NaCl. En este ensayo, la cepa silvestre de D.
hansenii (WT) creci6 adecuadamente en todas las concentraciones de NaCl
probadas (Fig. 5.5), lo cual concuerda con las cinéticas de crecimiento mostradas
en la Fig. 1. Comparado con la mutante Schog714A, que es sensible a
concentraciones moderadas de NaCl, el crecimiento de la mutante Dhhog1A en
NaCl 0.5 M es indistinguible del de su cepa silvestre. Sin embargo, la inactivacion
de DhHog1 produjo una reduccién importante del crecimiento de la levadura en
concentraciones de NaCl de 1 M o mayores. Se probd también el efecto del
sorbitol, que implica un tipo de estrés osmoético diferente al del NaCl. El
crecimiento de D. hansenii silvestre en sorbitol fue similar al presentado en NaCl;
sin embargo, la mutante Dhhog1A fue muy sensible a altas concentraciones de
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sorbitol. Analizando cuidadosamente las cajas de YPD con concentraciones osmo-
equivalentes de NaCl y sorbitol (por ejemplo, 1.0 M de NaCl vs. 1.5 M de sorbitol,
de acuerdo a Anabel Almagro et al., 2000), se observa que la presencia de
DhHog1 es también un requerimiento importante para contender con las altas
concentraciones de sorbitol. Estas observaciones indican que DhHog1 es
necesaria para el crecimiento 6ptimo en condiciones de alta osmolaridad, lo que
coincide con el pico de fosforilacion de DhHog1 observado a 2 M de NaCl,
corroborando su importancia para la halotolerancia de D. hansenii.

Figura 5.5 Efecto de la dosis de NaCl y sorbitol en el crecimiento celular. Las cepas se cultivaron
hasta la mitad de la fase logaritmica y se ajusto la densidad 6ptica de una suspension celular a
DOeoo= 1.0. Se hicieron diluciones decimales seriadas y se colocaron gotas de aproximadamente 5
ML en cajas con YPD o YPD mas las concentraciones indicadas de NaCl o sorbitol. Las cajas se
incubaron por 72 h a 28 °C y fueron fotografiadas. Dhhog1A corresponde a la clona 2 de la Fig.
5.4.

5.5 DhHog1 se transloca parcialmente al nucleo después
de un tratamiento hiperosmaoético.

En S. cerevisiae, la fosforilacién de Hog1 induce su translocacién del citoplasma al
nucleo 5 min después de la exposicion a estrés hiperosmoético en células WT
(Ferrigno et al., 1998). Para determinar si DhHog1 se transloca al nucleo después
de la exposicion a 2 M de NaCl, se le etiquetd con la proteina yeYFP. Se disefi6
una estrategia similar a la de la construccion de la mutante nula de HOG1, excepto
que el gen yeYFP1 se clon6 en el marco de lectura abierto de DhHOG1, en el
extremo 3" sin el codon de paro. La integracion del casete HOG7-yeYFP1-SAT1
en el locus de DhHOGT1 se realiz6 también por recombinacion homologa. Con esta
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estrategia, se detecté que DhHog1 se mantiene en el citoplasma en condiciones
isosmoticas, pero después de diferentes tiempos de incubacién bajo un choque
hiperosmético con 2 M NaCl, se detectd una fraccion de la sefal de yeYFP
también en el nucleo (Fig. 5.6a). En algunas réplicas, se observé que DhHog1 se
distribuy6 uniformemente entre el citoplasma y el nucleo desde los 5 hasta los 180
minutos después del tratamiento (Fig. 5.6b), esto a pesar de que en los resultados
previos se habia observado que a los 180 min la cantidad de DhHog1 fosforilada
habia disminuido notablemente (Fig. 5.2b).

Figura 5.6 a. Localizacion de DhHog1-yeYFP después del tratamiento hiperosmético. Las células
que llevan el gen hibrido integrado DhHOG1-ye YFP se cultivaron hasta la fase logaritmica media y
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se trataron o no (T0), con 2 M de NaCl durante 10 min (T10) o 60 min (T60). Imagenes
representativas de células que muestran DhHog1-yeYFP y DAPI (nucleo). Las imagenes se
obtuvieron por microscopia de epifluorescencia. b. Tiempo extendido del curso temporal del
tratamiento hiperosmotico con 2 M de NaCl (desde 5 a 180 min).

5.6 DhHog1 regula la transcripcién de DhGPD1y de
DhSTL1 bajo estrés hiperosmético

El estrés hiperosmaotico induce cambios en la transcripcion de algunos genes que
se requieren para respuestas a corto y largo plazo. Para determinar si la proteina
Hog1 de D. hansenii tenia actividad transcripcional en genes canonicamente
osmo-regulados, se midio la expresion de DhGPD1 (que codifica para la glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa, NAD*-dependiente) y DhSTL1 (que codifica para el
simportador glicerol-proton de la membrana plasmatica) bajo un estrés
hiperosmotico tanto en la cepa silvestre (WT) como en la Dhhog1A. Un choque
hiperosmético de 2 M de NaCl por 1 hora dio lugar a una fuerte induccion de la
transcripcion de ambos genes en la cepa silvestre, de aproximadamente 10 veces
el valor de los controles en ausencia de estrés (Fig. 5.7). En la mutante Dhhog1A
la expresion de DhGPD1 y DhSTL1 también se indujo bajo las mismas
condiciones, pero los niveles de transcritos solamente alcanzaron la mitad o un
cuarto de valor, respectivamente, que en la cepa silvestre. Es interesante que,
mientras que la expresion de DhSTL1 fue enteramente dependiente de DhHog1
bajo estrés, cerca del 50% de la expresion de DhGPD1 no dependié de DhHog1
en el choque hiperosmético.

Figura 5.7 >
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Figura 5.7 Efecto del estrés hiperosmotico y la
inactivacion de DhHog1 en la expresién
génica. Se cultivaron células silvestres vy
Dhhog1A en YPD hasta una DOsoo= 0.5 y se
trataron o no con 2 M de NaCl por 1 hora. Se
obtuvo el RNA total y se realizé un andlisis de
gPCR. Los niveles relativos de los transcritos
de los genes DhGPD1y DhSTL1 se obtuvieron
del valor promedio de 3 experimentos
independientes (+ desviacion estandar)
normalizados al valor del transcrito del gen
DhACT1.

5.7 DhHog1 contribuye parcialmente a la produccion de
glicerol bajo estrés hiperosmético.

En S. cerevisiae, Hog1 regula la concentracion intracelular de glicerol a través de
dos mecanismos: una rapida acumulacion debida a la modulacién directa de la
actividad de algunas de las enzimas encargadas de su sintesis en la via
metabdlica y una induccion transcripcional a largo plazo de los genes que se
requieren para la produccién y acumulacién de glicerol (Schaber, Baltanas, Bush,
Klipp, & Colman-Lerner, 2012). Estudiamos la contribucién de DhHog1 a la
produccion y acumulacion de glicerol a largo plazo, tratando de explicar la
adaptacion de la levadura a ambientes con altas concentraciones de sal. Las
células se incubaron con concentraciones crecientes de NaCl y se midio el glicerol
total y el externo. El tratamiento hiperosmotico indujo un aumento gradual de la
concentracion total de glicerol, el cual alcanzé un maximo con 1.5 — 2 M NaCl (Fig.
5.8). La cantidad de glicerol a esas concentraciones de NaCl fue mayor en cerca
del triple, comparada con las células sin tratar. Con 2.5 M de NaCl, la cantidad de
glicerol disminuyd, muy probablemente debido a defectos pleiotropicos en la
fisiologia de las células y probablemente por la disminucion en su viabilidad.
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Figura 5.8 Efecto del estrés hiperosmoético e inactivacion de DhHog1 en la acumulacion de glicerol.
Células silvestres y la mutante Dhhog1A se cultivaron en YPD hasta una DOesoo= 2.0 y se trataron o
no con las concentraciones indicadas de NaCl por 4 h. La suspensioén celular se dividié en dos; una
se hirvio por 15 min y se utilizé para cuantificar el glicerol total y la segunda se centrifugd y se
utilizé el sobrenadante para cuantificar el glicerol externo. El glicerol interno (inserto), se calculé por
medio de la resta del valor de glicerol total menos el externo. Las barras representan el promedio
desviacion estandar de 3 experimentos independientes. Los valores fueron normalizados por el
peso seco de las muestras de levadura utilizadas.

La concentracién total de glicerol en la mutante Dhhog1A siguiéo una
cinética similar a la de la cepa silvestre (WT), salvo que la maxima acumulacion
del osmolito a 2 M de NaCl fue s6lo del doble que la condicidén sin estrés; este
valor representa el 60% de la cantidad maxima de glicerol acumulado por la cepa
WT (Fig. 5.8). El glicerol interno siguié una cinética parecida a la del glicerol total
en ambas cepas, la WT y mutante Dhhog1A (Fig. 5.8, inserto). Aun cuando podria
parecer que las diferencias no son significativas, hay que considerar que los
valores estan referidos al peso seco de las muestras. Esto es debido a que, como
se reportd6 en 2008, el volumen interno de D. hansenii disminuye
considerablemente conforme se incrementa la concentracion de sal en el medio
(Sanchez et al., 2008); como ejemplo, en ausencia de sal, D. hansenii tiene un
volumen de 0.395 mL/g (de peso humedo) y en 1 M de NaCl, por cada gramo de
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levadura (peso humedo), corresponde un volumen interno de 0.241 mL. Con esto,
consideremos pues que, si los valores obtenidos de glicerol interno se calcularan
en referencia al volumen interno (no se tienen hasta ahora los datos para cada
una de las concentraciones de NaCl), las diferencias serian mucho mayores. Las
observaciones indican entonces que, bajo estas circunstancias, la contribucion de
DhHog1 a la acumulacién del glicerol total es de cerca del 40% bajo condiciones
hiperosmoéticas. Este resultado concuerda con las observaciones previas, a través
de las cuales se detectd6 que la expresion de DhGPD1 tiene un componente
independiente de DhHog1 bajo estrés hiperosmaotico. En contraste con el glicerol
total, la cantidad de glicerol externo en la cepa WT permanecio constante hasta
1.5 M de NaCl y luego disminuyé moderadamente a 2.0 y 2.5 M NaCl (Fig. 5.8).
En la mutante Dhhog1A se detectd una cinética similar para el glicerol externo
bajo las diferentes concentraciones de NaCl, indicando que DhHog1 no contribuye
a la regulacion del eflujo de glicerol a través de la membrana bajo estas
condiciones.

5.8 Participacién de DhHog1 en la respuesta a diferentes
factores de estrés

A la fecha, es muy claro que la via HOG tiene efectos pleiotropicos en una
variedad de condiciones de estrés (Hernandez-Elvira et al., 2019). Tal es el caso
también de la via Sty1 de Schizosaccharomyces pombe, analoga a la via HOG1
de S. cerevisiae. En S. pombe, Sty1 participa en una variedad de estreses como el
osmatico, choque térmico, estrés oxidante, estrés por luz UV, ayuno de nitrogeno,
entre otros (Hohmann, 2002). Para evaluar si DhHog1 juega un papel en otras
condiciones de estrés diferentes al hiperosmotico, determinamos el crecimiento
celular por medio de pruebas de goteo de diluciones seriadas en placas
conteniendo agentes que inducen estrés oxidante, estrés de reticulo
endoplasmico, estrés alcalino y también estrés térmico a temperaturas bajas vy
elevadas.

Bajo condiciones de estrés oxidante inducido con peroxido de hidrégeno
(H202) o hidroperoxido de ter-butilo (t-BHP), encontramos dos observaciones
generales: primero, comparada con S. cerevisiae, D. hansenii fue muy sensible a
H20>, pero por alguna razoén resistente al estrés inducido por t-BHP (Fig. 5.9a). En
segundo lugar, la mutante Dhhog1A fue moderadamente sensible al estrés
oxidante inducido con H202, pero no con t-BHP, mientras que la mutante Schog1A
fue resistente a ambos agentes (Fig. 5.9a). Estas observaciones sugieren que
DhHog1 podria participar en la respuesta a estrés oxidante, lo que concuerda con
la fosforilacion de DhHog1 inducida con H202 (Sharma et al., 2005). Bajo
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condiciones de estrés de reticulo endoplasmico (RE) inducido con el antibidtico
tunicamicina (Tn) (Torres-Quiroz et al., 2010), se encontr6 que la mutante
Dhhog1A fue solo moderadamente sensible a Tn, a concentraciones a las que la
mutante Schog1A muestra una afectacion importante a su crecimiento (Fig. 5.9a).

Figura 5.9 a. Efecto del estrés oxidante y de
reticulo endoplasmico sobre el crecimiento celular.
Las cepas indicadas se cultivaron hasta la fase
logaritmica media y se ajustaron a una DOeoo= 1.0.
Se colocaron alicuotas de diluciones seriales
decimales en YPD o YPD con las concentraciones
indicadas de peroxido de hidrogeno (H202),
hidroperoxido de t-butilo (t-BHP) o tunicamicina
(Tn). Los ensayos de estrés oxidante y de reticulo
endoplasmico se realizaron con los mismos
cultivos al mismo tiempo, por lo que la placa de
control se muestra por duplicado para una mejor
comparacion.

Figura 5.9 b. Efecto del estrés alcalino e
hiperosmético en el crecimiento celular. Las cepas
indicadas se cultivaron y se colocaron en placas
como se indica en a. El pH del medio YPD se
ajustd a los valores indicados antes de la
esterilizacion. Se utilizaron 50 mM MES-TEA, 50
mM HEPES-TEA o 50 mM TAPS-TEA para
amortiguar a pH 6.0, 7.0 y 8.0, respectivamente.
En ambos casos, las placas se incubaron durante
72 a 28 °C y se fotografiaron.
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Con respecto al estrés debido al pH, ya se conoce la naturaleza alcali-
halotolerante de D. hansenii. Puede crecer razonablemente bien a pH 8.0, una
condicion a la cual S. cerevisiae es altamente sensible (Fig. 5.9b; Sanchez et al.,
2018). En consecuencia, se probod la capacidad de la mutante Dhhog1A de crecer
en placas amortiguadas a pH 8.0 en comparacion con pH neutro y acido (7.0 y 6.0
respectivamente). Primero, como se esperaba, se encontrd que la cepa WT de D.
hansenii creci6 adecuadamente en las tres condiciones, mientras que el
crecimiento de S. cerevisiae a pH 8.0 se vio muy comprometido (Fig. 5.9b).
Curiosamente, la mutante Dhhog1A mostré una alta sensibilidad al pH 8.0 al
combinarlo con 1 M de NaCl, que es una condicién de estrés medio para D.
hansenii (Fig. 5.9b). El efecto del estrés hiperosmético no se observé en la
mutante Dhhog1A a pH 6.0 y 7.0, lo que indica que, bajo altas concentraciones de
sal, DhHOG1 es necesario para hacer frente al estrés alcalino en D. hansenii.

Finalmente, se exploré si DhHog1 tenia participacion en la respuesta al
estrés térmico por frio o por calor. Aparentemente, DhHog1 no esta involucrado en
estos tipos de estreses (Fig. 5.10); sin embargo, se detectdé que D. hansenii es
resistente al frio, debido a su capacidad de crecer a 16 °C a corto plazoy a 4 °C a
largo plazo (lo que no se observa con S. cerevisiae) y que es muy sensible al
estrés por calor, dada su incapacidad de crecer a 33 °C o temperaturas mayores,
a las cuales S. cerevisiae todavia crece adecuadamente.

Figura 5.10 Efecto de la temperatura en el crecimiento celular. Las cepas indicadas se cultivaron
hasta la fase media logaritmica y se ajustaron a una DOeowo = 1.0. Se gotearon alicuotas de
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diluciones seriadas decimales en placas de YPD y se incubaron a las temperaturas indicadas
durante 72 h (de 16°C a 37°C) y por 15 dias (4°C y 42°C) y se fotografiaron.
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6 DISCUSION

D. hansenii es una de las levaduras mas halotolerantes y osmotolerantes, que
bajo algunas condiciones puede crecer incluso en concentraciones hasta de 4.0 M
de NaCl (Norkrans, 1966; ONishi, 1963). Dada esta caracteristica, esta levadura
tiene un alto potencial biotecnoldgico en la industria alimentaria, lo que hace a su
vez que sea de gran interés comprender los mecanismos moleculares que
contribuyen a su comportamiento halotolerante. A pesar de que algunos estudios
han abordado la participacion de la via HOG en la respuesta al estrés
hiperosmotico (Sharma et al., 2005; Sharma & Mondal, 2005), las conclusiones
que se han obtenido han sido mediante la expresién génica entre especies, es
decir, por expresion heterdloga.

En este trabajo, reportamos por primera vez la caracterizacion fenotipica de
una mutante nula de HOGT en D. hansenii, lo que nos permitid determinar
inequivocamente la contribucion de esta MAPK a la halotolerancia de esta
levadura. También hemos dado una descripcidn precisa de la cinética de
activacion de DhHog1, su actividad transcripcional en genes canonicos osmo-
sensibles, su participacion en la produccion de glicerol a largo plazo, y su
participacion en diferentes condiciones de estrés.

La dificultad para obtener la mutante carente de HOG17 puede explicar por
qué otros autores que habian intentado obtener algunas otras mutantes parecen
haber fracasado (comunicaciones personales de otros colegas). El gran numero
de supuestas mutantes (624) en este estudio, que fue necesario analizar para
obtener una sola, es un indicador de la escasa frecuencia de las combinaciones
adecuadas para lograr la insercion apropiada y obtener la mutante deseada.

Nuestras observaciones indican que la cepa silvestre de D. hansenii
(Y7426) puede crecer en concentraciones mayores o iguales a 2 M de NaCl, lo
cual es congruente con la clasificacion previa de esta especie como levadura
perteneciente a la clase 3 M de estrés salino (Lages et al., 1999); y que la delecién
de DhHOG1 induce sensibilidad a ese margen de concentraciones. Aunque a una
tasa mas lenta que la cepa WT, una mutante desprovista de DhHog1 todavia fue
capaz de crecer en 1 M de NaCl, una concentracion que impone un fuerte efecto
negativo sobre S. cerevisiae, lo que ha sido detectado en este y muchos otros
trabajos (Blomberg, 1997; Rodriguez-Gonzalez et al., 2017).

Nuestros datos muestran que la fosforilacion de DhHog1 depende de una
fuerte osmolaridad externa, y que, en una baja osmolaridad, donde la proteina
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Hog1 de Saccharomyces cerevisiae se fosforila a un alto nivel, DhHog1 no es
activada. Se detecto en consecuencia, una alta expresion de DhSTL1y DhGPD1 a
2 M de NaCl y también una alta produccion de glicerol a esa misma concentracion.
Estas observaciones indican que la via HOG de D. hansenii esta configurada para
funcionar en condiciones de alta osmolaridad externa y que en condiciones
osmoéticas bajas o medianas, deben estar activados otros sistemas de proteccion.
Una situacion similar presenta la levadura halotolerante extrema Hortaea
werneckii, donde sus dos paralogos redundantes Hog1A y Hog1B se activan
totalmente en salinidades de 3 M o mas, pero no a concentraciones moderadas de
NaCl (Kejzar, Grotli, Tamas, Plemenitas, & Lenassi, 2015). El hecho de que la via
HOG pueda activarse a altas concentraciones de NaCl, esta también apoyado por
la capacidad de D. hansenii de acumular altas concentraciones de Na* dentro de
la célula. Este rasgo llevo a algunos autores a describirla como “sodio incluyente”
(Norkrans & Kylin, 1969; Prista et al., 1997; Prista & Loureiro-Dias, 2007).

En S. cerevisiae, la fosforilacion de Hog1 es necesaria para su
translocacion del citoplasma al nucleo, que se logra en células WT después de 5
min de exposicion al estrés hiperosmotico (Ferrigno et al., 1998). Esta localizacién
nuclear es transitoria y el retorno al citoplasma ocurre por la accion de fosfatasas
de proteinas, incluyendo a la fosfatasa de tirosina Ptp2 (Mattison & Ota, 2000). En
D. hansenii, la translocacion al nucleo de DhHog1 se detecté dentro de los 10
minutos posteriores a que se impuso el estrés hiperosmaotico con 2 M de NaCl y
aun se detectd dentro del nucleo después de 180 min de tratamiento. Este
comportamiento es congruente con el curso temporal de fosforilacion obtenido con
2 M de NaCl. Curiosamente, también se detecté a DhHog1 en el citoplasma
durante todo el transcurso del tiempo de incubacion con NaCl 2 M. Estas
observaciones muestran algunas diferencias con estudios anteriores en los que
DhHog1 se visualiz6 indirectamente mediante inmunotincién (Sharma et al., 2005);
ellos reportaron que la acumulacion nuclear de DhHog1 ocurria tardiamente, hasta
los 90 min después del choque hiperosmatico, y luego, la reentrada al citoplasma
se llevaba a cabo 150 min después. La discrepancia con nuestras observaciones
podria explicarse por diferencias en los niveles de deteccion entre la
inmunofluorescencia indirecta y la deteccion de la proteina hibrida DhHog1-yeYFP
y/o por diferencias en el origen genético de la cepa. Aunque no sabemos si
DhHog1 esta activa en el citoplasma en nuestras condiciones, su prolongada
retencién nuclear no solo coincide con su estado de fosforilacion, sino también con
su papel en condiciones hiperosméticas extremas en las que es de esperarse una
actividad prolongada y sostenida. En nuestros resultados, aunque se produjo una
disminucion en la fosforilacion en periodos largos, DhHog1 todavia se visualizo en
el nucleo. Esta observaciéon sugiere que en D. hansenii puede haber un
mecanismo de regulacién negativa, mediada quizas por fosfatasas (Mattison &
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Ota, 2000). Interesantemente, en un estudio de gendmica comparada del sistema
de sefializacion HOG se reporta la falta de la fosfatasa Ptp2 en D. hansenii
(Krantz, Becit, & Hohmann, 2006), lo que sugiere que Ptp3 (que esta presente)
podria asumir ambos roles.

En cuanto a la produccion de glicerol, el maximo en su acumulacion que
ocurrio a 2 M de NaCl correlaciona muy bien con la elevada expresiéon de DhGPD1
y DhSTL1 que se detectaron a esa misma concentracién. Mientras que la
expresion de DhSTL1 fue totalmente dependiente de DhHog1, la de DhGPD1 fue
de aproximadamente 60% dependiente de DhHog1. La elevada expresion de
DhSTL1 correlaciona claramente con la alta actividad del simportador glicerol/H*
que se ha detectado en D. hansenii (Pereira, Madeira, Prista, Loureiro-Dias, &
Leandro, 2014). La expresion tanto de DhSTL1, como de DhGPD1 en D. hansenii
sugiere un patron parecido a lo que se ha encontrado con S. cerevisiae. STL1 es
un gen de osmo-respuesta, cuya expresion depende completamente de Hog1
(O’Rourke & Herskowitz, 2004), mientras que GPD1 no solo depende de Hog1
bajo estrés hiperosmotico, sino también de otros sistemas de senalizacion (Rep et
al., 1999). Bajo estrés hiperosmoético, GPD1 puede ser también regulado
transcripcionalmente por un mecanismo de des-represion por SUMOilacion,
mediada por el complejo Cyc8/Tup1 (Nadel, Mackie, & Gardner, 2019); es asi que
varios mecanismos pueden estar actuando concertadamente para llevar a cabo un
control eficiente de la expresion de DhGPD1. Nuestras observaciones indican que
hay una expresion significativa de DhGPD1 en la mutante Dhhog1A inducida por
el osmoestrés, sugiriendo que otras vias pudieran estar participando, o que una
fraccion de la expresion de DhGPD1 esta controlada por un mecanismo general
de respuesta al estrés en D. hansenii. Seria interesante determinar si el estrés
causado especificamente por los iones Na* en D. hansenii pueden activar la via de
Ca?*-Calcineurina y hasta qué grado esto pudiera regular la respuesta al estrés
hiperosmotico.

En S. cerevisiae, Hog1 regula la concentracién de glicerol a través de dos
mecanismos distintos. Uno incluye la rapida acumulacion de glicerol debida al
cierre del canal de glicerol Fps1 para disminuir su expulsion (Lee et al., 2013) y
también el incremento de su sintesis debido a la sobre-regulacion de GPD1
(Westfall, Patterson, Chen, & Thorner, 2008), y PFK2 (que codifica para la 6-
fosfofructo-2-cinasa) (Dihazi, Kessler, & Eschrich, 2004). El segundo, consiste en
la regulacion transcripcional de un gran conjunto de genes necesarios para la
sintesis y acumulacién de glicerol (O’'Rourke & Herskowitz, 2004). Aqui
encontramos que DhHog1 contribuye a respuestas a largo plazo. De hecho, la
cantidad de glicerol acumulado aumenté gradualmente con el aumento de la
osmolaridad, hasta alcanzar una meseta en 1.5- 2 M de NaCl, en ambas
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condiciones, para el glicerol total y el interno. Esta produccion de glicerol a largo
plazo fue solo parcialmente dependiente de Hog1, ya que en la mutante Dhhog1A
la acumulacién maxima se redujo solo 1.5 veces.

La acumulacion de glicerol independiente de DhHog1 no sodlo incluye al
componente transcripcional, como se discutié anteriormente, sino también al
aumento de la actividad de las enzimas encargadas de la produccion de glicerol
directamente producida por el NaCl (Adler et al., 1985; Lars André, Hemming, &
Adler, 1991). De hecho, estos mismos autores reportaron que el NaCl también
incrementa la actividad especifica de la Gpd1 y de la dihidroxiacetona cinasa
(Dak1,2), lo que aumenta la acumulacion de glicerol. Es también interesante que
la Gpd1 de D. hansenii se activa 10 veces mas en presencia de NaCl que la de S.
cerevisiae (Adler et al., 1985; Lars André et al., 1991; Thomé, 2005). Aunque se
ha descrito el papel del glicerol como un osmolito compatible adecuado en D.
hansenii (Adler & Gustafsson, 1980; Gori et al., 2005; Lages et al., 1999), es
importante considerar que otros polioles como el arabinitol y la trehalosa también
pueden contribuir a la osmoproteccién a través de una interaccibn combinada
(Adler & Gustafsson, 1980; Gonzalez-Hernandez et al., 2005). El incremento en la
acumulacion interna de glicerol y en la produccion total y la contribucion de Hog1
en D. hansenii coincide con lo que ocurre en Kluyveromyces lactis, donde el
glicerol aumenta 5 veces bajo estrés hiperosmoético y KIHog1 contribuye con el
50% de este incremento (Rodriguez-Gonzalez et al., 2017). Curiosamente, K.
lactis es halosensible y entonces, lo unico que comparte con D. hansenii, es que
ambas tienen un metabolismo predominantemente respiratorio.

Con respecto a la cantidad de glicerol externo que se acumulé como
resultado del incremento en la concentracion de NaCl, encontramos que no sigui6
la misma cinética que el glicerol total e interno. De hecho, aunque no hubo
diferencias significativas, el glicerol externo mostré una tendencia a disminuir
conforme aumentaba la concentracion de NaCl. Una explicacion probable seria
que esto se debid a un aumento de la absorcion de glicerol mediada por la
elevada actividad del simportador Stl1; sin embargo, hemos descartado esta
posibilidad, ya que el perfil en el glicerol externo de la cepa mutante, donde la
expresion de DhSTL1 es insignificante, es casi idéntico al de la cepa WT. No
obstante, es importante mencionar que D. hansenii puede acumular glicerol contra
un fuerte gradiente de concentracion (Adler et al., 1985). Si esto se debe solo a la
actividad de DhStl1 y/o a otros sistemas de transporte queda todavia por
determinar. Otra posibilidad seria que la salida de glicerol sea un proceso de baja
eficiencia en D. hansenii, debido a la falta de una acuagliceroporina canodnica
(Fps1 en S. cerevisiae) capaz de liberar glicerol bajo estrés hiperosmético
(Pettersson, Filipsson, Becit, Brive, & Hohmann, 2005; Sabir, Loureiro-Dias, &
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Prista, 2016). Vale la pena senalar, sin embargo, que D. hansenii tiene un gen que
es ortélogo a las acuaporinas Aqy1 y Aqy2 de S. cerevisiae, que son canales
ortodoxos de agua, que al parecer pueden transportar no solo agua, sino también
solutos (Pettersson et al., 2005). Las acuaporinas se han estudiado poco en las
levaduras. En S. cerevisiae, la expresion funcional de las acuaporinas depende en
gran medida de la cepa. Cuando se expresan, parecen desempefiar un papel
importante en la tolerancia a la congelacion, pero ScAqy1 parece ser especifico
para la esporulacion, mientras que ScAqy2 se expresa en células vegetativas, y es
regulado negativamente por el estrés hiperosmotico, de manera Hog1-
dependiente (Ahmadpour, Geijer, Tamas, Lindkvist-Petersson, & Hohmann, 2014).
El genoma de D. hansenii parece codificar solo para una acuaporina, que esta
mas relacionada con ScAqy2 (Sabir et al., 2016). El que esta presunta acuaporina
DhAqy2 participe en la regulacion de la liberacion de glicerol bajo estrés
hiperosmético en D. hansenii no se sabe y seria interesante averiguarlo, ademas
de definir si su regulacidon es igual o diferente que en S. cerevisiae, y también
determinar si DhAqy2 tiene alguna participacion en la tolerancia al frio en D.
hansenii detectada en este trabajo. Finalmente, la reduccion en la concentracidon
del glicerol total y externo observadas en concentraciones arriba de 2 M de NaCl
coincide con la disminucion del pico de fosforilacion de DhHog1, y no se puede
explicar como un mecanismo regulatorio llevado a cabo por DhHog1, sino mas
bien por una condicién metabdlica alterada debido al estrés hiperosmaotico.

Ademas de su participacion en la respuesta al estrés hiperosmatico, se ha
demostrado que ScHog1 tiene actividades pleiotropicas en varias condiciones;
participa, por ejemplo, en la respuesta al estrés de reticulo endoplasmico (RE)
(Hernandez-Elvira et al., 2019; Torres-Quiroz et al., 2010), en la respuesta general
al estrés (de Nadal & Posas, 2010) y también en la mitofagia (Mao & Klionsky,
2011). De acuerdo con los resultados obtenidos, DhHog1 parece tener también un
papel en la respuesta al estrés oxidante, lo cual concuerda con la induccién
transcripcional de genes que intervienen en la proteccidn contra el estrés oxidante,
iniciada por el NaCl (Calderon-Torres, Castro, Montero, & Pefia, 2011; Michan et
al., 2013; Ramos-Moreno et al., 2019; Segal-Kischinevzky et al., 2011); DhHog1
podria también tener un papel en la respuesta al estrés de RE inducido por
tunicamicina, que induce la N-glicosilacion de las proteinas. Debido a que esta es
una actividad de Hog1 fuera del nucleo (Hernandez-Elvira et al., 2019; Torres-
Quiroz et al., 2010), no es de sorprender que se haya detectado a DhHog1 en el
citoplasma durante el estrés hiperosmético. Nuestros resultados también sugieren
que DhHog1 no participa en el estrés por frio ni en el estrés térmico. Aunque
realizamos los experimentos en una amplia variedad de temperaturas, no
descartamos la activacion cruzada de DhHog1 por induccién simultanea de estrés
por temperatura y estrés hiperosmoético u oxidante.

83



Un hallazgo interesante de este trabajo fue la alta sensibilidad que muestra
la mutante Dhhog1A a la combinacion de estrés hiperosmaotico con alcalino. La
resistencia de D. hansenii a condiciones alcalinas es una propiedad que se conoce
muy bien desde las primeras cepas aisladas del océano, con un pH de alrededor
de 8.0 (Norkrans, 1966, 1968), y también del reporte de otra cepa que ha sido
aislada de salsa de soya con un pH de alrededor de 10 (Kurita & Yamazaki, 2002).
En los ambientes naturales, donde coinciden varias condiciones estresantes de
manera simultanea, el hallazgo de que Hog1 es esencial para contender con el
estrés alcalino en una condicidn de estrés osmoético medianamente elevado, es
muy relevante para entender las caracteristicas fisiologicas de una levadura alcali-
halotolerante. De hecho, se ha demostrado que D. hansenii tiene una alta
capacidad de acidificar un medio amortiguado a pH 8.0 en presencia de una alta
concentracion de sal (Sanchez et al., 2018). Adicionalmente, D. hansenii expresa
un antiportador catidn-alcali-metalico/H* de amplio espectro (Ramos et al., 2011;
Velkova & Sychrova, 2006) y dos Na*-ATPasas que se sobre-expresan en altas
concentraciones de NaCl y, de hecho, una de ellas también en alto pH (Almagro,
Prista, Benito, Loureiro-Dias, & Ramos, 2001; Sanchez et al., 2018). Parece asi,
que esta alcali-resistencia es al menos en parte regulada por la MAPK Hog1 en D.
hansenii.

Nuestro estudio apunta a un escenario donde la via HOG1 de D. hansenii
es activada con elevada osmolaridad externa, y que, bajo condiciones de baja o
mediana osmolaridad, otros sistemas de proteccion estan activos. Algunos
estudios han identificado factores que pueden participar en la halotolerancia de
esta levadura, incluyendo el incremento en el ergosterol de la membrana
plasmatica en altas concentraciones de sal (Turk et al., 2007) y la induccion de la
expresion y la actividad de algunos transportadores, como el simportador K*/Na*
(Martinez et al., 2011). Es asi como los diversos mecanismos de osmo-regulaciéon
deben actuar de manera coordinada para permitir una adaptacién celular en
respuesta a los ambientes hipersalinos.

Hemos entonces, reportado por primera vez, la obtencion de una mutante
nula de HOG1 por recombinacién homodloga, un alcance técnico que habia sido
elusivo por muchos anos. El numero de células presuntamente mutadas que se
hubo de aislar y analizar para obtener la mutante deseada, indica la poca
frecuencia con que se logra una verdadera mutante. Es también importante que
lograramos determinar el umbral de la concentracion de sal que D. hansenii puede
tolerar sin Hog1 y la contribucion que esta MAPK tiene en la halotolerancia de esta
especie.
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La ausencia de DhHOG1 induce sensibilidad a las altas concentraciones de
sal y sorbitol.

La via HOG de D. hansenii se activa preferentemente en una alta
osmolaridad externa.

DhHog1 se transloca al nucleo por largo tiempo bajo un alto estrés salino, lo
que concuerda con su grado de fosforilacion y con la actividad esperada
bajo esas condiciones, a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae.

La concentracion interna de glicerol como resultado de la exposicion al
estrés hipersalino depende parcialmente de DhHOGH1.

0 Mientras que la expresibn de DhSTL1 depende totalmente de
DhHog1, la expresiéon de DhGPD1 dependiente de DhHog1 fue del
60%.

o Existen ademas componentes no transcripcionales, como la
estimulacién directa de la actividad de las enzimas encargadas de la
produccion de glicerol por el NaCl.

Ademas de su participacion en el estrés hiperosmoético, DhHOG1 participa
en la respuesta a los estreses oxidante, de reticulo endoplasmico, e
importantemente en el estrés alcalino en condiciones de mediana
osmolaridad, pudiendo explicar en parte, la caracteristica alcali-
halotolerante de la levadura.

La contribucion que esta MAPK tiene en la halotolerancia de D. hansenii es
importante; sin embargo, la accion conjunta con otros factores permite la
supervivencia de la levadura en ambientes hipersalinos.

Con todo esto, se comprobo la diferente funcionalidad de la MAPK DhHog1,
de una levadura alcali-halotolerante comparada con Hog1 de la levadura
modelo S. cerevisiae, halosensible.
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9 ANEXOS METODOLOGICOS

9.1 ANEXO 1
Extractos proteicos para Western blot

REACTIVOS

Buffer de lisis SB 5X con DTT 30 mL 10 mL
250 mM Tris, pH 6.8 (Stock1.5M) _ 5mL 1.66 mL
0.5M DTT 2349 0.766 g
10% SDS 39 19
20% Gilicerol 6 mL 2mL
0.5% azuL de bromofenol 0.15¢ 0.05¢
Se utiliza 1X :

1.5 mL Tris 1.5M, pH 6.8
1.0 mL buffer de lisis 5X
2.5 mL agua

guardar en el refria 4°C

TCA (Acido Tricloroacético) al 85% (8.5 g aforando a 10 mL)
PROCEDIMIENTO

- Sembrar la levadura a evaluar en 10 mL (o 50 mL, ver mas adelante) de
YPD

- Al dia siguiente, checar DOsoo nm con blanco de YPD (diluir 1:2, 0.5mL + 0.5
mL o 1:100 si estda muy cargado: 2.97 mL + 0.03 mL)

- Ajustar 50 mL de YPD (en un matraz de 125 mL) a 0.5 UDOso0 nm € incubar
por 3 horas a 30 °C (aqui depende de cuantas muestras se van a preparar,
si son mas, poner 100 mL o si son menos: pueden ser tubos conicos de 50
mL con 20 mL de cultivo a 0.5 UDOeo nm, depende de qué tantas
condiciones se vayan a usar)

- Mientras, rotular tubos conicos de 15 mL y microtubos coénicos de
polipropileno de 1.5 mL con cada condicién que se va a probar

- Transferir 15 mL del cultivo (para Dh y 5 mL para Sc) de 3 h a cada tubo
conico y centrifugar. Desechar el sobrenadante. Conservar la pastilla
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- En los microtubos, colocar 1.05 mL de cada medio que se va a probar;
ejemplos:

- Para Sc: YPDy YPD + 0.5 M NaCl

- Para Dh: YPDy YPD + NaCl desde 0 a 2.5 M

- En el cuarto de temperatura constante (a 28 °C) colocar los microtubos con
los medios en una gradilla a que se atemperen unos 10 min. Llevar el
vortex al cuarto

- Colocar los tubos conicos con las pastillas en el tambor rotatorio

- Ir adicionando el medio a cada pastillas y desfasarlos al menos 30 seg para
que, terminando el tiempo de incubacion (usualmente 10 min, si es que no
se va a hacer una cinética), agregar 300 pL de TCA al 85%

- Incubar 10 min a temperatura ambiente

- Transferir a microtubos de 1.5 mL

- Lavar en la microfuga 2 veces con 1 mL de agua estéril

- Anadir 100 pL de buffer de lisis SB 1X

- Adadir aprox. 0.32 g de perlas de vidrio de 0.45 mm de diametro
(previamente lavadas con HCI 1N, enjuagadas varias veces y estériles)
OJO: las perlas se pueden pesar previamente en otros microtubos y solo
vaciarlas directamente en el que se va necesitando.

- Romper en el vortex 4 veces: 2 X 2 min (con descanso de 2 min en hielo)

- Voltear el microtubo (de tal manera que el liquido y las perlas se vayan
hacia la tapa) y perforar la base del tubo con una aguja caliente. Colocarlo
sobre otro microtubo y centrifugar con un mini spin (sin la tapa de la
microfuga porque no cierra)

- Calentar en Termoblock a 95 °C por 5 min

- Centrifugar 5 min en la microfuga a 13000 rpm para eliminar agregados
proteicos

- Recuperar el sobrenadante en microtubos limpios

- Congelar a-18°C.

Para cargar las muestras en el gel SDS-PAGE:

- Descongelarlas en hielo

- Cargar en el gel 20 yL de muestra para D. hansenii y 3-5 yL de muestra
para S. cerevisiae

- Correr el gel 2 h- 2:20 h a 90 Volts

- Transferir a membrana 75 min a 100 V por 1h 30 min

- Continuar con protocolo para inmunodeteccion.
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9.2 ANEXO 2

Electrotransferencia del gel de proteina a membrana
para Western blot y revelado.

MATERIALES:

- Membrana de PVDF
Immobilon-P
Millipore, No. de Catalogo: IPVH00010 o el IPVH08100 (ya precortadas)
De 26.5cm x 3.75 m
0.45 pm de poro

- Papel filtro Whatman 3mm
EQUIPO:

- Mini Trans-Blot de Biorad

- Fuente de poder Biorad

- Placa agitadora orbital

- Agitador magnético

- Escaner de luminiscencia C-DiGit Blot Scanner de LI-COR

REACTIVOS:

e BLOT (Amortiguador de transferencia)

Tris 25mM 3.0285¢g
Glicina 0.2M 15.014 g
Metanol 20% 200 mL
pH 8.5 (no es necesario ajustarlo)
H20 cbp 1L

e PBS 10X
NaCl 1.5M 43.83¢g

Naz:HPO4 100 mM 7149

Ajustar pH con NaH2PO4 1M (6.99 /50 mL) a 7.2
H20 cbp 500 mL

Alicuotar en tubos conicos de 50 mL y congelar.
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Para preparar PBS 1X, descongelar a temperatura ambiente y aforar a 500 mL
con agua desionizada.

PBS 1X + Tween 20_0.1%

Agregar 227uL de Tween 20 a 250 mL de PBS 1X

Leche descremada al 7% en PBS 1X (Difco Skim Milk 232100)

PROCEDIMIENTO:

Utilizar guantes en todo momento

Cortar la membrana del tamano del gel (8 x 5 cm)

Cortar 4 papeles filtro Whatman del tamano del gel, colocar en
amortiguador Blot, asi como las esponjas que vienen en el equipo de
electrotranferencia

Separar el gel de los vidrios y colocar en amortiguador Blot a que se
equilibre por 15 min en la placa agitadora orbitral

Colocar la membrana en metanol por 30 seg, luego en agua desionizada
por 1 minuto y luego en Blot por 15 min para que se equilibre también.
Hacer un “sandwich” como se indica en la figura A2.1:

- esponja

- papel filtro

- membrana

- gel

- papel filtro

()

- esponja

Figura A2.1 Ejemplo de como acomodar el “sandwich” para realizar la transferencia del
gel de proteinas a la membrana de PVDF
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Armar el (los) cassette (s) de acuerdo a la Figura A2.2 (no olvidar el contenedor de
hielo y la barra magnética para agitar el amortiguador en el tanque).

la tapa transparente
la tapa negra va va hacia el lado rojo

hacia el lado negro el porta-casete

del porta-casete

Figura A2.2. Armado del equipo de electrotransferencia.

- Llenar la camara con amortiguador Blot hasta la primera linea de “circulos”
de las paredes del cassette
Transferir por 75 min a 100 Volts.
- Colocar todo el equipo en una palangana con hielo y agua y éstos sobre
un agitador magnético que soporte el peso

En este caso se utilizé el equipo Mini Trans-Blot de Biorad, para hacer una
transferencia humeda.

- Al terminar, enjuagar rapidamente la membrana en agua desionizada 2
veces para quitar todo el metanol

- Colocar la mambrana en un contenedor de plastico con 10 mL de leche
descremada al 7% (en PBS 1X, sin Tween 20) por 30 minutos en agitacion
para bloquearla
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- Adicionar el anticuerpo primario de acuerdo a la siguiente tabla:
Tabla A2.1

Volumenes de anticuerpo para la inmunodeteccion de Hog1 total y Hog1
fosforilada (P-p38)

Anti Hog1 (Y-215) | Anti P- p38

monoclonal
D. hansenii 10 pL (para 20 pL | 10 uL (1:1000)
de extracto celular
cargado en el gel)
(1:1000)
S. cerevisiae 5 uL (para 5 yL de | 10 yL (1:1000)

extracto celular
cargado en el gel)

(1:5000)

El anticuerpo anti-Hog1 utilizado fue el y-215 de Santa Cruz Biotechnology y el
anti- Hog1 fosforilada fue el anticuerpo contra p38 fosforilada de Cell Signaling
Technology, (Phospho-p38 MAPK (THr180/Tyr182) (D3F9) XP Rabbit mAb
#4511).

- Incubar en el cuarto frio toda la noche en la placa agitadora orbitral en un
contenedor en el cual se pueda verificar que se cubra toda la membrana.
Opcionalmente, y para ahorrar anticuerpos, se puede recortar la membrana
como una tira en el nivel que se espera la proteina de interés y colocar la
tira de membrana en un tubo coénico de 15 mL. Ponerle 7 mL de leche
descremada al 7% en PBS 1X sin Tween 20, con su anticuerpo.

Revelado de la membrana después de la electrotrans-
ferencia del gel de proteinas.

Terminando la incubacion de toda la noche con el anticuerpo primario:

- Recuperar la leche con el anticuerpo primario. Se puede volver a utilizar
una vez mas (no dura mas de 3 dias en refrigeracion)
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- Realizar un lavado rapido con PBS 1X adicionado con 0.1% de Tween 20
(solucion de lavado) en un contenedor de plastico
- Hacer 2 lavados de 10 min en la placa agitadora orbital

INCUBAR CON EL ANTICUERPO SECUNDARIO:

Adicionar el anticuerpo secundario a una concentracién de 1: 10,000 (1 yL en 10
mL de leche descremada al 7% en PBS 1X sin Tween). Para cualquiera de los
dos anticuerpos primarios usados, el anti-Hog1 y-215 o el anti-Pp38, se requiere
usar un anticuerpo secundario de anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano
(Goat anti-rabbit Igg H+L coupled to HRP, 1 mg, Invitrogen_Accesolab, Cat. No. G-
21234).

- Incubar 1 h a temperatura ambiente en la placa agitadora orbital
- Lavar la membrana como se mencion6 anteriormente en un contenedor de
plastico. Dejarla con aprox. 5 mL de PBS 1X

REVELADO

- Colocar 1 mL de sustrato (H202) y 1 mL de luminol (WBKLS0500 Millipore,
sustrato Immobilon quimoiluminiscente de HRP para transferencias
"Western") en otro contenedor o caja obscura. Colocar la membrana con
unas pinzas y dejarla 1 min

- Poner unos 500 uL de la mezcla de sustrato-luminol encima del cristal del
C-DiGit y colocar la membrana con las pinzas boca abajo (viendo hacia el
vidrio)

- Activar la funcion Hi.

- Guardar la imagen y analizarla con el programa Image Studio lite.

STRIPPING.

Cuando se va a utilizar la misma membrana para visualizar tanto Hog1 total como
Hog1 fosforilada, lo conveniente es primero revelar a Hog1 fosforilada (porque
podria degradarse la fosforilacion) y después Hog1 total. Para ello, depués de
revelar la primera proteina, se tiene que “desnudar” la membrana de acuerdo al
siguiente protocolo:

- Después de revelar, lavar la membrana con agua e incubarla a 60°C (en el horno
de hibridacion, con agitacion leve) durante 20 min en solucion de stripping:

107



SOLUCION DE STRIPPING:

100 mM 2-mercaptoetanol 0.704 mL del 14.2 M de Biorad
62.5 mM Tris pH 6.8 4.16 mL del stock 1.5 M

SDS 2% 29

Aforar con agua destilada 100 mL

Esto se hace para eliminar el anticuerpo que haya quedado pegado a la
membrana.
Posterior a la incubacion con la solucion de stripping, lavar la membrana:

- 2 lavados rapidos con agua destilada

- 3 lavados de 15 min con agua destilada en la placa de agitacion orbital

- 2 lavados rapidos con PBS 1X adicionado con 0.1% de Tween 20

- 3 lavados de 15 min con PBS 1X adicionado con 0.1% de Tween 20 en la
placa de agitacién orbital

- Bloquear 30 min con 10 mL de la solucion de leche descremada al 7% en
un contenedor de plastico y agitar en la misma placa

- Incubar con el anticuerpo primario.

- Dejar toda la noche a 4 °C en agitacion

- Repetir lo del anticuerpo secundario y revelado.
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9.3 ANEXO 3

Observacion de células etiquetadas con yeYFP en
curva de tiempo con sal

Importante: Poner siempre un control negativo: WT y un control positivo:
Dhhog14 (que ya hemos comprobado que expresa bien a la proteina YFP).
Establecer con la cepa Dhhog14 el tiempo de exposicion adecuado para que salga
bien la foto. En el caso del microscopio Labophot de Nikon, son como 800 msec.
Checar bien este tiempo en cada microscopio.

Se pueden checar las clonas desde los parches, tomando solo un poco de

muestra con un palillo y resuspendiendo en 30 pL de agua. Si la clona no da una
sefial adecuada en 800 msec y se "blanquea", no sirve. Seguir buscando.

Ya que se tienen a las clonas candidatas:

Precultivo de 18-24 h de una asada de la clona de interés en 50 mL de YPD
Preparar una suspension de 1 UDOgsoo nm €n 100 mL de YPD e incubar 3
horas a 30° C en agitacion

Centrifugar en 2 tubos coénicos de 50 mL (para no tener que hacerlo en
botellas de 250 mL). Juntar en uno con 20 mL de YPD

Tomar 1 mL de la suspension de 20 mL y afadirlos a 150 pL de
formaldehido (37 %) en un microtubo de 1.5 mL (este es el tiempo 0 min)
Centrifugar de nuevo la suspensiéon de 20 mL (-1) y resuspender con 19 mL
de YPD con 2 M de NaCl (previamente atemperado a 30 °C). Puede ser en
el mismo tubo coénico de 50 mL TOMAR TIEMPOQO!

Poner en agitacion en el cuarto de 30 °C y tomar muestras de 1 mL a los 5,
10, 20, 30, 60, 90, 120 y 180 min

Colocar ese 1 mL en microtubos a los que previamente se les colocaron
150 pL de formaldehido. Incubar 15 min a tempertura ambiente

Lavar 3 veces con 1 mL de PBS centrifugando en la microfuga 3 min a
13,000 rpm (no dejar que se junten todos, ir lavando cada uno a su tiempo)
Dejar en 1 mL de PBS, y al dia siguiente:

Centrifugar, resuspender en 200 yL de PBS y anadir 60 yL de DAPI 300
nM. Incubar 30 min en la obscuridad a temperatura ambiente y lavar 2 o 3
veces con PBS. Resuspender en 100 pL de PBS (o en el volumen minimo
que dé una turbidez adecuada de células para observar al microscopio).

109



Al observar al microscopio de epifluorescencia, primero ajustar Ila
iluminacion Kohler. Usar el filtro adecuado para la proteina amarilla
fluorescente.

Utilizar aprox. 4-5 pL para colocar en el portaobjetos de preferencia,
previamente tratados con polilisina, para que se adhieran bien las células al
colocar el cubreobjetos y no se muevan para que sea mas facil el enfoque.
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9.4 ANEXO 4
Extraccion de RNA total de Levadura

Método modificado a partir de (Schmitt et al., 1990)

PREPARATIVOS:

Colocar la microcentrifuga en el cuarto frio

Todos los reactivos deben ser preparados con mucho cuidado para no
contaminar con RNAsas y deben ser esterilizados conforme se indica en la
lista de reactivos

Puntas para micropipeta estériles y de preferencia con filtro

Limpiar muy bien la mesa de trabajo y desinfectar con etanol al 70%
Trabajar con guantes en todo momento, evitar tocar otras superficies y si es
necesario, cambiar los guantes.

REACTIVOS:

DEPC Sigma D5758-50mL
Phenol Solution pH 4.3 Sigma P4682-100mL
Formaldehyde Solution 36.5-38% Sigma F8755-500 mL
Phenol/ Chloroform/ isoamyl alcohol Research Organics 0641P

(25:24:1) pH 8

Preparar:

H20 con DEPC (1mL DEPC/ 1 L agua) se deja agitando fuertemente al
menos durante 2 horas. Esterilizar por 45 min. TODOS LOS REACTIVOS
SE DISUELVEN EN AGUA CON DEPC.

SDS 10% 1 g/ 10 mL esterilizado por
filtracion

Acetato de Na 3 M pH 5.2 (c/ ac. acético) 4.08 g (trihidratado) / 10
mL. En bafio Maria disolver poco a poco y esterilizar en autoclave.

EDTA (sal de sodio) 100 mM 0.7444 gen 20 mL
Buffer AE: Acetato de Na3 M 166 uL

EDTA 100mM 1mL

H20 DEPC 8.83 mL
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. Realizar un precultivo con una asada de la levadura en 25 mL de YPD hasta
fase de crecimiento pre-estacionaria (alrededor de 16 h para D. hansenii).

. Resembrar en 100 mL de YPD a una DOeoonm entre 0.05 y 0.1 y crecer hasta
una DO entre 0.5 a 0.8. Colocar en hielo.

. Si las células vienen de cultivo liquido se centrifugan a 1,500 rpm por 5 min, se
desecha el sobrenadante y al paquete celular se le adiciona 1 mL de buffer AE
a 4°C (CH3COONa 50mM y EDTA 10 mM).

. Si las células se toman de caja directamente, se escoge una colonia grande

(0.5 cm diametro) y se pone en 1 mL de H20 con DEPC se centrifugan (13,000
rom, 2 min) y se lavan 1 vez con 1 mL de H2O-DEPC. Se desecha el
sobrenadante y las células se congelan en N: liquido y se dejan a -70°C.
Cuando se quieran utilizar se descongelan en hielo y se les afnade 1 mL de
buffer AE a 4°C.

. A un tubo de tapén de rosca, tipo criotubo de 2 mL, afiadir perlas de vidrio (de
0.45 mm de diametro, estériles) a un volumen igual que el paquete celular, 450
uL de fenol acido (agitando continuamente el contenido del frasco con la barra
magnética en el agitador) y 40 yL de SDS al 10% y colocar el tubo a 65°C en el
termoblock.

. Las células ya resuspendidas en AE se centrifugan 5 seg en la microfuga y se
resuspenden en 500 pL de buffer AE, anadir 5 yL de DEPC y agitar en el
vortex 5 seg. Pasar esta suspension al tubo con perlas/fenol/SDS.

. Agitar el tubo con el vortex por 30 seg, luego ponerlo a 65°C por 5 min (abrir
tantito el tubo junto al mechero para que salgan los vapores) agitar en vortex
por 30 seg, ponerlo otros 5 min a 65°C (abrirlo/vapores), volver a agitar en
vortex 30 seg, ponerlo otra vez 5 min a 65°C (abrirlo/vapores), volver a agitar
en vortex 30 seg (3 x 30 seg). Congelar el tubo 3 min en N2 liquido o 5 min en
hielo seco /etanol o en el Revco a -70 °C (OJO: si es en hielo seco-etanol,
tener cuidado con las etiquetas porque se despintan).

. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 min en la microfuga. Transferir fase acuosa
(parte superior) a un microtubo de 1.5 mL nuevo (si no se descongeld, dejarlos
10 min en la microfuga que esta en el cuarto frio y centrifugarlo otra vez a
14,000 por 5 min). AAadir 500 pL de fenol/cloroformo/isoamilico (el frasco tiene
una barra magnética para agitar la suspensidon continuamente, para que no se
dividan las capas) y agitar en vortex 15 seg.
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9. Centrifugar en microfuga (14,000 rpm, 5 min). Transferir fase acuosa (parte
superior) a un microtubo nuevo. Anadir 500 uL de fenol/cloroformo/isoamilico
(agitdndolo nuevamente) y agitar en vortex 15 seg CON MUCHO CUIDADO
DE QUE NO SE TIRE.

10. Centrifugar en microfuga (14000 rpm, 5 min). Transferir fase acuosa (parte
superior, MEDIR CUANTO ES) a un microtubo nuevo. Precipitar el RNA con
0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol frio (para
biologia molecular al 95 o 100%). Se puede repartir en dos tubos si se tiene
mucho volumen final. Agitar cuidadosamente con la punta de la micropipeta
subiendo y bajando la solucion. Dejar al menos 30 min a -70 °C. Si es posible,
mejor dejarlo toda la noche porque hay mas rendimiento.

11.Aun congelados centrifugar 15 min a 14000 rpm, desechar el sobrenadante y
lavar el precipitado con 1 mL de etanol al 75% frio (JUNTAR TODO EN UN
TUBO). Agitar solo por inversion (si estda muy compacto, se puede desbaratar
un poco con la punta de la micropipeta y subir y bajar la solucion para
resuspender). Este paso se puede repetir una vez mas dependiendo para que
se quiera el RNA; si se necesita muy puro, por ejemplo, para RT-gPCR,
conviene lavarlo una vez mas. Centrifugar 3 min a 14,000 rom y dejar evaporar
el etanol por 5 min (desechar el etanol y secarle la ultima gota con una toallita y
dejar los tubos en una gradilla parados destapados junto al mechero).

12.Resuspender en H20O con DEPC ~28 pL (dejar hidratar un poco y luego
homogenizar con la punta de la micropipeta) y guardar a -70 °C. Son 3 uL para
el gel. OPCION: Si se quiere para gPCR, resuspender mejor en 100 uL de H.O
DEPC vy purificar con RNeasy Mini kit de Qiagen. Eluir al final con aprox. 33 pyL
de H.O-DEPC vy alicuotar en tubitos de 10 uL: Guardar en el REVCO.

Nota: el protocolo sirve bien para células provenientes de un cultivo de 50 a 100
mL de YPD. Si es mas hay que escalar los volumenes.

El DNA contaminante se elimina por digestién con DNasa | (Invitrogen 18068015 o
Promega M6101). Se usa como pre- tratamiento si en el gel se ve una mancha
hasta arriba. Eso es DNA. El tratamiento se hace justo antes de usar el RNA para
la RT-qPCR. Se sigue el protocolo que viene con la DNasa.

Hay esta opcion también si se va a hacer RT-qPCR:

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen, Cat. no. 10777019
Applications:

cDNA Synthesis. When added to the reaction mixture (40 units/20 uL of reaction
mixture), RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor protects mRNA and improves total
cDNA yields including percent total full length of cDNA.
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RT-PCR RNaseOUT™ Ribonuclease Inhibitor is compatible with all enzymes
used in RT-PCR. It has been used with the Elongase® Enzyme Mix in long RT-
PCR mixture (40 units/20 uL of reaction mixture).

Gel desnaturalizante para electroforesis de RNA
Todo se prepara en H.O con DEPC

MAE 10 X (en agua con DEPC)

Acetato de Na 50 mM 1.7 g (trihidratado)
EDTA (sal de sodio) 10 mM 093¢

MOPS 0.2M 10.46 g (Sigma M 3183)
pH 7 con NaOH 10M

H>O-DEPC cbp 250 mL

ESTERILIZAR POR FILTRACION (Membrana 0.22 ym)

GEL (50 mL)

H20-DEPC 43.2 mL

Agarosa 05¢g

MAE 10X (Frio) 5mL

Se disuelve en el microondas y una vez tibio se agrega:

Formaldehido 3 mL (Sigma F1635 6 F 8775)
BUFFER DE CORRIDA

MAE 10X 28 mL

Formaldehido 8.4 mL

H20-DEPC 243.6 mL

Mantener en el refrigerador

SOLUCION TAMPON (Caducidad 3 MESES)

Formamida desionizada (se almacena en refrigeracion) __ 550uL (Sigma F 9037)

Formaldehido 200puL
MAE 10X 120 pL
Glicerol al 80% 100pL (en H2O-DEPC vy estéril)

Azul de bromofenol al 2% 25uL (en H2O-DEPC 0.02g/mL)
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Guardar en el congelador.

Lavar la camara, charola, peines y remojar todo en H20> diluido al 3% por minimo
10 min. Enjuagar con H20O-DEPC.

MUESTRA

Muestra 3 pL (aprox. 10 ug totales)
Tampon 12 uL

Bromuro de etidio 0.6 pL (stock 10 mg/mL)

Se calienta en bafio Maria a 65 °C por 10 min y se carga el gel.

CONDICIONES DE CORRIMIENTO:

90 volts, 50 min a 1 h. Se puede correr sin el marcador de peso molecular y se
puede incluir una muestra de RNA control conocido.
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Abstract

Halotolerant species are adapted to dealing continually with hyperosmotic environments, having evolved strategies that
are uncommon in other organisms. The HOG pathway is the master system that regulates the cellular adaptation under
these conditions; nevertheless, apart from the importance of Debaryomyces hansenii as an organism representative of the
halotolerant class, its HOG1 pathway has been poorly studied, due to the difficulty of applying conventional recombinant
DNA technology. Here we describe for the first time the phenotypic characterisation of a null HOGI mutant of D. hansenii.
DhhoglA strain was found moderately resistant to 1 M NaCl and sensitive to higher concentrations. Under hyperosmotic
shock, DhHog1 fully upregulated transcription of DASTLI and partially upregulated that of DAGPDI. High osmotic stress
lead to long-term inner glycerol accumulation that was partially dependent on DhHog1. These observations indicated that
the HOG pathway is required for survival under high external osmolarity but dispensable under low and mid-osmotic condi-
tions. It was also found that DhHog1 can regulate response to alkali stress during hyperosmotic conditions and that it plays
a role in oxidative and endoplasmic reticulum stress. Taken together, these results provide new insight into the contribution
of this MAPK in halotolerance of this yeast.

Keywords HOG pathway - Glycerol - Transcription regulation - Stl1 symporter - Gpd1 - Alkali-halotolerant - Oxidative
stress - ER stress

Introduction

Debaryomyces hansenii (anamorph: Candida famata) is a
halotolerant yeast able to grow in the presence of high NaCl
Electronic Supplementary material The online version of this Concentrations_ ThlS yeast can tolerate as much as 4 M Of
Suppleméntary material which s avalable o authorized wser slt, while the growth of the budding yeast Saccharomyces

i i cerevisiae is completely inhibited with 1.7 M NaCl (Onishi

Communicated by M. Kupiec.

P<I Norma Silvia Sanchez 1963; Prista et al. 2016). Originally isolated from seawa-
nsanchez @ifc.unam.mx ter (Norkrans 1966), D. hansenii can also be found in salty
D4 Roberto Coria and fermented foods with high osmolarity (Gori et al. 2012;
rcoria@ifc.unam.mx Ramos et al. 2017). Importantly and due to its ability to

inhibit fungal growth, this yeast species can be employed

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia . . . . . .
P g in the prevention of food contamination (Medina-Cérdova

Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad

Universitaria, 04510 México City, CDMX, México et al. 2018).

2 Departamento de Biologia Celular, Facultad de Ciencias, The halotole.rant bf:.haV}our of D. hansem{ is the rc?sult of
Universidad Nacional Auténoma de México. Ciudad several properties acting in concert. These include its par-
Universitaria, 04510 México City, CDMX, México ticular potassium and sodium homeostasis (Norkrans 1966,

3 Groupe d’Etude des Interactions Hote-Pathogéne, GETHP, 1968), its membrane composition (sterol-to-phospholipid
EA 3142, SFR ICAT 4208, UNIV Angers, UNIV Brest, ratio) (Turk et al. 2007), the presence of glycerol and alkali-
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metal-cation transporters (Prista et al. 1997, 2016; Lages
France

@ Springer


https://orcid.org/0000-0002-9954-5451
http://orcid.org/0000-0003-1947-5527
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00294-020-01099-3&domain=pdf
https://doi.org/10.1007/s00294-020-01099-3

1136

Current Genetics (2020) 66:1135-1153

et al. 1999; Ramos et al. 2011; Martinez et al. 2011; Michan
et al. 2013), the resistance of some enzymes to salt stress or
expression induced by high salt concentrations (Alba-Lois
et al. 2004; Sharma et al. 2005; Guerrero et al. 2005; Min-
has et al. 2012; Chawla et al. 2017), and energy obtaining
pathways that are optimised in the presence of salts (Sanchez
et al. 2006, 2008; Calahorra et al. 2009; Cabrera-Orefice
et al. 2014a, b) among others.

Highly-active glycerol uptake for the maintenance of
an adequate intracellular concentration is one of the main
processes that characterises halotolerant species (Lages
et al. 1999). Indeed, in D. hansenii, as in many yeast spe-
cies, glycerol has been found to be a preferential compatible
solute (Gustafsson and Norkrans 1976; André et al. 1988;
Larsson et al. 1990); however, D. hansenii is also able to
efficiently produce trehalose or arabinitol as compatible sol-
utes under high salt concentration (Adler and Gustafsson
1980; Blomberg and Adler 1992; Gonzéalez-Hernandez et al.
2005). The intracellular level of glycerol depends on its syn-
thesis, utilisation and transport, responding to various stress
solutes besides NaCl, i.e. KCI, sucrose or Na,SO, (André
et al. 1988; Neves et al. 1997). The main metabolic pathways
(Adler et al. 1985; André et al. 1988) and the transport sys-
tems (Lages et al. 1999; Neves et al. 2004; Klein et al. 2017)
involved in glycerol metabolism in D. hansenii are similar
to those present in S. cerevisiae, with the exception of the
occurrence of a D. hansenii Na't/glycerol symporter that can
also use potassium ions to internalise glycerol (Lucas et al.
1990).

Upon hyperosmotic stress, glycerol synthesis in S. cer-
evisiae as well as in other eukaryotic cells is mainly driven
by the HOG1 (High Osmolarity Glycerol) pathway. The
exposure to hyperosmotic stress triggers this MAPK path-
way, which comprises two sub-pathways: the SHO1 and the
SLN1 branches. Each one, by means of a cascade of pro-
gressive phosphorylations, activates the Hog1 protein, which
internalises into the nucleus and triggers the transcription
of genes needed to cope with the osmotic stress, especially
those encoding enzymes for the synthesis and accumula-
tion of glycerol (de Nadal et al. 2002; Saito and Posas 2012;
Hohmann 2015).

DhGPDI, the gene encoding glycerol-3-phosphate
dehydrogenase, which catalyses the first step in glycerol
synthesis, was identified, isolated and heterologously
expressed in a gpdIA strain of S. cerevisiae. It was
found that hyperosmotic stress activated the transcrip-
tion of DhGPD1 gene, restoring glycerol production in
the ScgpdlA mutant, responding to the induction exerted
by the native ScHogl (Thomé and Trench 1999; Thomé
2004, 2005). In addition, the regulation of DAGPDI and
DhGPP2 genes was analysed in comparison to that of their
orthologous in S. cerevisiae grown under different NaCl
concentrations, and it was confirmed that these genes are
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upregulated upon hyperosmotic stress and that they play a
significant role in the NaCl tolerance of D. hansenii (Gori
et al. 2005).

Saline tolerance is also achieved by the activity of several
ion transporters located at the plasma membrane of yeast
cells, including uniporters such as Trkl, antiporters such
as Nhal and the Na* -ATPase Enal (Arifio et al. 2019). It
has been determined that osmotic stress induced by high
sodium concentration, increases the transcriptional activ-
ity of the ENAI gene in S. cerevisiae in a Hogl dependent
manner (Marquez and Serrano 1996). Transcription of the
orthologues ENAI and ENA2 genes of D. hansenii is also
increased in high salt concentrations and at least for ENA2
with high pH (Almagro et al. 2001).

At the present time, the HOG1 pathway of D. hansenii
has yet to be described. The only reports published include
the cloning and sequencing of the DhHOGI gene and its
heterologous expression in a S. cerevisiae hoglA mutant
(Bansal and Mondal 2000) and a study of the cellular local-
isation of DhHogl after hyperosmotic treatment (Sharma
et al. 2005). In the former report, the expressed D. hansenii
gene conferred to the S. cerevisiae hoglA mutant the ability
to grow under hyperosmotic stress and to induce glycerol
overproduction. In the latter report, it was observed that
phosphorylated DhHogl had a delayed entry into the D.
hansenii nucleus and was exported back in the cytoplasm
after exposure to severe saline stress in a phosphorylated
state. In this study, it was also shown that UV light and oxi-
dative stress additionally induce DhHog1 phosphorylation.

D. hansenii belongs to the monophyletic clade that
ambiguously translates CTG into Ser and Leu (Tekaia et al.
2000; Fitzpatrick et al. 2006; Papon et al. 2014). Besides the
existence of some reports describing the DNA transforma-
tion of D. hansenii (Ricaurte and Govind 1999; Voronovsky
et al. 2002; Minhas et al. 2009), gene modification using
the conventional tools of molecular biology has been chal-
lenging in this yeast (Gerami-Nejad et al. 2009). It has been
argued that this may be due to its robust cell wall (Gezelius
and Norkrans 1970), or because it has a highly-efficient Non-
Homologous End Joining (NHEJ) repair system, which does
not allow deletion or modification of a gene of interest.

Given the important role that the HOG1 pathway plays
in the halotolerance behavior, in the present study we report
for the first time its inactivation by deletion of the DhHOG I
gene in D. hansenii. This was achieved using a suitable plas-
mid, specially constructed for genetic manipulation of the
CTG clade yeast (Defosse et al. 2018). The phenotypical and
physiological characteristics of this mutant (DhhoglA) were
investigated so that we might be able to understand the role
of Hogl in D. hansenii’s halotolerance behaviour as well
as to other stresses. We found that DhHogl was required
for survival to high external osmolarity by regulating the
expression of genes required for glycerol accumulation and
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it also has a role in the response to alkali, oxidative and
endoplasmic reticulum stresses.

Materials and methods
Strains, plasmids and culture media

D. hansenii Y7426 was kindly donated by the US Depart-
ment of Agriculture, Peoria, Illinois, USA. DhhoglA
(hoglA::SATI-yeYFPI) is isogenic to strain Y7426 and its
construction is depicted in Fig. 3a. S. cerevisiae BY4742
(MATa, his3-Al, leu2-A0, lys2-A0, ura3-A0) and its isogenic
hoglA strain (MATa, his3-Al, leu2-A0, lys2-A0, ura3-A0,
hoglA::kanMX) were obtained from the Yeast Knockout
Collection.

Yeast cells were routinely grown at 28 °C in YPD (1%
yeast extract, 2% peptone, 2% glucose). For mutant selec-
tion and maintenance, YPD was supplemented with 150 pg/
ml nourseothricin (clonNAT) (Werner BioAgents GmbH,
Germany). Modifications to the media and temperatures are
indicated in figure legends of each experiment.

Escherichia coli DH5a strain was used to propagate plas-
mids. Bacteria were grown at 37 °C in LB (1% tryptone,
0.5% yeast extract, 0.5% NaCl) containing 100 ug/ml ampi-
cillin for plasmid selection.

The pAYCU244 vector (P pyrgp~SATI-Ty1epx1-Prgacri-
yeYFP-T ) rgp)), especially adapted to D. hansenii (Defosse
et al. 2018) was used for yeast transformation. The pPGEM-T
Easy vector (Promega ™) was used for cloning and sequenc-
ing of PCR products.

Growth assays

Growth curves were determined in YPD medium supple-
mented with the indicated NaCl concentrations using 250 ml
nephelometric flasks. Cultures were incubated at 28 °C with
shaking at 250 rpm. OD readings were obtained every hour
using a Klett-Summerson colorimeter. Klett units were con-
verted to ODs,, by multiplying by 0.002. Equations for lin-
ear regressions were calculated at the exponential growth
interval in each condition. The relative growth was then cal-
culated as the slope value in each condition in proportion to
the slope value of the zero-NaCl condition in each species.

Growth on YPD plates supplemented by the indicated
NaCl concentrations (or the indicated oxidative and ER
stress agents) was performed by spotting tenfold serial dilu-
tions. Cells were grown overnight in YPD liquid medium
and the ODg, was adjusted to 1.0. Dilution series were pre-
pared in YPD and aliquots were spotted onto agar plates.
Plates were incubated at 28 °C for 48 h and photographed.
When required, incubation temperature and time were modi-
fied as indicated.

Gene cloning and disruption

The DhHOG]1 gene was amplified by PCR using primers
DhHoglF and DhHogIR (Table S1) and genomic D. hanse-
nii DNA as a template. The PCR product was cloned into the
pGEM-T Easy Vector.

The D. hansenii hogIA mutant was constructed by homol-
ogous recombination using a PCR amplicon containing the
SATI1-yeYFP cassette and HOG1 recombinant ends (Fig. 3a).
The PCR amplicon was synthesised using the hybrid oligo-
nucleotides DhhoglAp244hyb_F and R (Table S1) and the
pAYCU244 plasmid as a template.

DhHog1-yeYFP fusion

DhHOG] tagging with the yeast enhanced Yellow Fluores-
cent Protein (yeYFP) sequence was achieved by successive
PCR reactions using plasmid pAYCU244 as starting tem-
plate (Fig. 3a). A PCR reaction was designed to fuse the
yeYFP ORF in frame with the 3" end of DhRHOG, and to
eliminate the HOG1 stop codon at the same time. A separate
PCR reaction was carried out to fuse the SAT/ terminator
region with the DhHOG! 3' UTR. These two PCR products
were fused in a third PCR reaction that yielded an amplicon
of 2899 bp containing 120 bp of the DhHOG1 3’ OREF, fol-
lowed by the yeYFP gene (with the TRPI terminator), the
SATI gene (flanked by the TEFI promoter and the PGK
terminator) and 120 bp of the DARHOG 3' UTR. The primers
used for the PCR reactions are listed in Table S1. The PCR
product was sequenced and used for yeast transformation.

Yeast transformation

D. hansenii cells were grown in 10 ml YPD for 24 h. 1 ml of
this culture was used to inoculate 50 ml of YPD and allowed
to grow for 24 h. Cells were harvested by centrifugation
(4500g, 10 min, RT), suspended in 6 ml of 50 mM phosphate
buffer pH 7.5 to which fresh 25 mM DTT was added, and
incubated at 30 °C for 15 min. After centrifugation (4000g,
10 min, 4 °C), cells were washed twice with 20 ml ice-cold
water, once with 20 ml ice-cold 1 M sorbitol, and finally
harvested by centrifugation (4000g, 10 min, 4 °C). Cells
were resuspended in 3 ml ice-cold 1 M sorbitol. 1 ug DNA
(suspended in 10 pl water) was added to a 200 pl cell suspen-
sion and transferred to a 0.2 cm gap width electroporation
cuvette. A BioRad gene pulser was used for electropora-
tion with an electric pulse of 2.3 kV, 25 uF and 200 ohms.
The cells were immediately washed out from the cuvette
with 1 ml YPD. This cell suspension was used to inoculate
10 ml of YPD and incubated for 24 h (28 °C, 150 rpm) to
allow cell regeneration. 100 pl were plated onto YPD sup-
plemented with 150 pg/ml clonNAT and incubated at 28 °C
until colonies appeared (2-3 days). Transformants were
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transferred to fresh YPD plus 150 pug/ml of clonNAT and
analysed for DNA integration.

Phosphorylation assays and immunoblotting

Western blots were performed as reported by Vazquez-
Ibarra et al. (2018). Cells grown overnight in YPD were
collected, washed, resuspended in fresh medium and treated
with different concentrations of NaCl for different periods
of time (as indicated in each figure). Cells were fixed with
85% trichloroacetic acid for 10 min at room temperature
(RT) and washed twice with 1 ml water. Cells were lysed
with SB-DTT buffer and glass beads as previously described
(Velazquez-Zavala et al. 2015). Protein samples (20 ul of
cell-free extracts for D. hansenii and 3 to 5 pl for S. cer-
evisiae) were resolved by SDS/PAGE and transferred to an
Immobilon polyvinylidene difluoride membrane (Millipore,
Edo. de México, México). Immunoblotting was performed
using anti-Hog1 (1:1000 y-215; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) for total Hogl detection, and anti-phos-
pho-p38 (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA) for phospho-Hog1 detection. Reconstituted goat anti-
rabbit HRP antibody from Invitrogen, G21234 (0.1 mg/ml
in 50% glycerol-PBS, 1:10,000) was used as a secondary
antibody. Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP
substrate (Millipore, MA., USA) was used in detect the
chemiluminescence. All western blots were repeated three
times and representative blots are shown in figures.

Fluorescence microscopy

Cells containing the integrative SAT1-yeYPF cassette into
the DhHOG1 locus were grown overnight in YPD plus
150 pg/ml clonNAT. Cells were harvested and washed with
water and observed with an LSM 710-Zeiss microscope
with the Zen black 2.3 software. Images were obtained by
confocal microscopy in the double photon mode. yeYFP
was detected at 514—-527 nm, excitation and emission wave-
lengths respectively.

The DhHog1-ye YFP fusion was detected in cells grown
overnight in YPD, collected and suspended at OD¢,=1.0.
Cells were then centrifuged and resuspended in fresh YPD
plus 2 M NaCl and incubated at 28 °C. 1 ml samples were
taken at different times and fixed with 150 ul 37% formal-
dehyde for 15 min. Fixed cells were pelleted and washed
three times with 1 ml PBS. For nucleus staining, DAPI
(4',6-diamidino-2-pheylindole) was added at a final con-
centration of 90 nM, incubated for 30 min in the dark at
RT, washed three times with PBS and suspended in 100 ul
PBS. yeYFP was visualised using a NIKON epifluorescence
microscope with a green filter. Images were taken and pro-
cessed using QCapture Pro (version 6.0) software.
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Measurements of glycerol production

Overnight cultures were used to prepare 2.0 ODyg, suspen-
sions in YPD. For each experimental sample, 10 ml of the
suspension were centrifuged and re-suspended in 5 ml of
fresh YPD supplemented or not with the indicated NaCl con-
centrations and incubated for 4 h in a rotator at 28 °C. For
determination of external glycerol, 1 ml of each suspension
was centrifuged at 1625g and the supernatant kept on ice.
For total glycerol, 1 ml of each suspension was boiled for
15 min in capped tubes, placed on ice for 10 min, vortexed
for 2 min and centrifuged; glycerol content was determined
in 10 pl of each supernatant with the enzymatic Glycerol kit
(Boehringer Mannheim/R-Biopharm) and adapted to be per-
formed in 96 well plates. A POLARstar Omega microplate
reader was used for measurement of absorbance at 340 nm.
Glycerol content was normalised to the yeast dry weight of
each sample. The internal glycerol was calculated by means
of the subtraction of the external glycerol value from the
total glycerol value in each condition. Data shown are aver-
age values + SD. Every sample was measured in duplicate
from 3 biological replicates.

RNA extraction

Overnight cultures of wild type D. hansenii and DhhoglA
mutant were adjusted to 0.5 ODg, in 100 ml YPD media
and incubated for 3 h at 28 °C with shaking. 50 ml of each
culture was centrifuged (5 min, 1750g) and resuspended
in 10 ml of YPD supplemented or not with 2 M NaCl and
incubated for 60 min under the same conditions. After incu-
bation, cells were centrifuged and resuspended in 1 ml of
AE buffer (50 mM sodium acetate and 10 mM EDTA) to
perform the RNA extraction protocol according to Schmitt
et al. (1990). RNA integrity was verified by electrophoresis
in a 1% denaturing agarose gel.

Analysis of gene expression

Total RNA was digested with DNasel (RQ1 RNase-Free
DNase, Promega) to remove any contaminating genomic
DNA. cDNA synthesis reactions were performed using
the ImProm-II™ Reverse Transcription System (Pro-
mega kit). Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was
performed using the standard curve method with specific
primers for the genes DhGPDI (ID: 2903610), DhSTLI (ID:
2902951) and DhACTI (ID: 2901278), encoding putative
NAD*-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase, the
glycerol/H* symporter of the plasma membrane and actin,
respectively. Oligonucleotides were initially screened for
the absence of dimers formation and cross-hybridisation.
Oligonucleotide primer pairs with 100% of amplification
efficiencies were used (Table S1). Control reactions without
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reverse transcriptase were performed. qRT-PCR analysis
was performed using a Rotor-Gene Q (Qiagen) machine.
The detection dye used was SYBR Green (2 X SYBR Select
Mastermix from Applied Biosystems). qRT-PCR was car-
ried out as follows: 95 °C for 5 min (1 cycle), 95 °C for 15 s,
58 °C for 20 s, and 72 °C for 20 s (35 cycles). Transcripts
were normalised relative to the DRACT] transcript quanti-
ties. Relative expression levels (fold induction) were evalu-
ated with respect to wild type cells (control) by the standard
curve method. Data shown are the mean values + SD of four
biological replicates.

Results

Determination of the halotolerance level of D.
hansenii

To determine the maximum NaCl tolerance of D. hanse-
nii, we established growth curves in YPD medium supple-
mented with different salt concentrations. To get a clear idea
of the salt resistance of D. hansenii, this and the following
experiments were conducted in comparison to the halo-
sensitive S. cerevisiae strain. Due to the preferred respira-
tory metabolism of D. hansenii (Sanchez et al. 2008), the
growing parameters were obtained in well-aerated flasks,
to ensure optimal O, availability. We detected that as the
NaCl concentration increased, the growth velocity of both
strains decreased (Fig. 1); however, 1 M NaCl only showed
a moderate effect on the D. hansenii growth (Fig. 1a) in
contrast to S. cerevisiae, which at such concentration had a
severe growth defect (Fig. 1b). This is more clearly observed
when comparing the relative growth values (obtained with
the slope of the linear regression) (Fig. 1, inserts). The S.
cerevisiae growth was reduced by 70% at 1 M NaCl, while
the same NaCl concentration decreased growth by only 20%
in D. hansenii. At higher NaCl concentrations, S. cerevisiae
did not grow, while D. hansenii was still able to divide. 50%
reduction in D. hansenii growth velocity was detected with
a NaCl concentration as high as 1.5 M. Although 2 M NaCl
displayed a significant effect on the growth properties of D.
hansenii, it accumulated biomass and reached the stationary
phase in twice the time it took the culture with no salt (not
shown). These observations indicate that D. hansenii can
grow adequately in NaCl concentrations that are harmful to
S. cerevisiae and that under these growth conditions it can
tolerate as much as 2 M NaCl.

Kinetics of DhHog1 phosphorylation upon NacCl
treatment

In S. cerevisiae, hyperosmotic stress leads to the activation
of the HOG pathway through transient phosphorylation of
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Fig. 1 Growth curves of Debaryomyces hansenii (a) and Saccharo-
myces cerevisiae (b) under different NaCl concentrations. Cultures
were grown in YPD with the indicated NaCl concentrations, at 28 °C,
in a rotary shaker at 250 rpm. The initial inoculum with freshly har-
vested overnight YPD cells, was adjusted to 0.1 ODg,. OD readings
were taken every hour in a Klett- Summerson colorimeter. Linear
regressions were adjusted, and the relative growth was calculated
with the slope values normalised to the condition with zero NaCl. A
representative graph of 3 different biological replicas is shown

the Hogl MAPK. The time-lapse of phosphorylated Hogl
depends on the severity of the hyperosmotic stimulus, for
instance ranging from 40 to 60 min under moderate stress
conditions (0.4 to 0.6 M NaCl) (Van Wuytswinkel et al.
2000; Vazquez-Ibarra et al. 2018). To analyse the con-
tribution of Hog1 to the salt tolerance of D. hansenii, we
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determined the phosphorylation kinetics of DhHog1 in NaCl
concentrations where the cell growth was either unaffected
or compromised. DhHogl phosphorylation was monitored
with an anti-phospho-p38 antibody that detects the dually
phosphorylated form. When D. hansenii cells were exposed
to increasing NaCl concentrations for 10 min, DhHog1 was
barely phosphorylated at 0.3 M, but this gradually increased
until a maximum plateau was reached at 1-2 M (Fig. 2a).
Although DhHog1 phosphorylation dropped significantly at
concentrations higher than 2 M it was still detected at 3 M
NaCl (Fig. S1). In contrast, ScHog1 reached its maximum
at 0.5 M NaCl and then abruptly declined until being unde-
tected at 2 M NaCl. A time-course assay was subsequently
performed using the NaCl concentration at which the peak
of phosphorylation was detected in the previous experi-
ment. In this assay, the level of phosphorylated DhHogl
increased with time reaching its maximum at 60 min and
then decreased gradually (Fig. 2b), but it was still detected
after 180 min exposure to NaCl. In S. cerevisiae, the time-
lapse of phospho-Hogl under these conditions was much
more transient than that observed in D. hansenii. Compared
to ScHogl, the right shift of phosphorylated DhHog1 abun-
dance in both the dose-dependent response and the time
course indicates that DhHogl is phosphorylated at higher
NaCl concentrations than ScHog1 and for longer periods.
This observation is in agreement with the salt tolerance level
that D. hansenii showed in the cell growth assay and sug-
gests that Hogl can be required to some extent to induce
resistance to high salt concentration.

Construction of the DhHOG1 null mutant

These previous observations suggest that the Hogl MAPK
may play an important role in the halotolerance mecha-
nism in D. hansenii. The DhHOG1 gene was cloned and
sequenced (Bansal and Mondal 2000) and shown to encode
a protein highly similar to Hogl from a variety of species,
including non-conventional yeast species (Fig. S2). The
deduced DhHogl protein is predicted to be 387 amino acid
residues in length and shares 86% identity with ScHog]l. It
displays a conserved phosphorylatable TGY motif within
the activation loop, and the two Pbs2 binding domains:
the common docking (CD) domain and the PBD-2 domain
(Murakami et al. 2008). The C-terminus of DhHog1 shows
extensive differences in length and sequence compared to
that of ScHog1; however, DhHog1 conserves the region that
is involved in the regulation of ScHog1 autophosphorylation
(Maayan et al. 2012). Interestingly, alignment shown in Fig.
S2 indicates that species related to the CTG clade display
globally a reduced Hog1 sequence in length concerning their
C-terminus. This could reflect that, as previously observed in
Saccharomycotina two-component systems (Hérivaux et al.
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2018), some clade-specific evolution paths in stress response
cell circuitries have likely intervened in budding yeasts.

To assess the contribution of DhHog] to the halotolerance
of D. hansenii, we designed a strategy for the construction of
a HOG-deleted strain. Conventional tools for gene replace-
ment and inactivation are not useful in D. hansenii, since this
yeast belongs to the CTG clade which ambiguously trans-
lates the CUG codon into Ser or Leu (Tekaia et al. 2000). In
this work the pAYCU244 plasmid (Fig. 3a) was used, which
was previously optimised for genetic engineering the D.
hansenii codon usage (Defosse et al. 2018). A cassette con-
taining the SATI gene (which confers nourseothricin resist-
ance) and the yeYFP reporter gene (yeast-enhanced Yellow
Fluorescent Protein) was used to replace the DhHOG locus
by homologous recombination (Fig. 3a). Only 9 clones (out
of 624 nourseothricin-resistant clones) that were sensitive
to 2 M NaCl were isolated. These 9 clones were subjected
to a series of PCR reactions to explore the structure of their
HOG] loci (Fig. 3b). Three clones appeared to have inte-
grated the SAT-yeYFP cassette in the right locus (Clones
2, 5 and 8), however, clones 5 and 8 presented also the wild
type HOGI amplicon. Only in clone 2 was the SATI-yeYFP
cassette correctly integrated by a double-crossing over in
the HOG1 locus, suggesting that this was indeed a bona fide
HOG]1 null mutant. This was further confirmed with two
more observations: clone 2 showed a high expression of the
yeYFP reporter (Fig. 3c) and it did not show cross reaction
with the anti-Hog1 antibody nor with the anti-p38 antibody
after treatment with 1 M NaCl (Fig. 3d). Taken together, the
previous observations suggest that double-crossing over is
not a frequent event in D. hansenii and that most integrations
occur ectopically as previously observed in other unconven-
tional yeast species (Schorsch et al. 2009; Kretzschmar et al.
2013; Oguro et al. 2017).

DhHog1 is required for halotolerance in D. hansenii

The participation and contribution of Hogl in D. hanse-
nii halotolerance were determined by spotting tenfold
serial dilutions onto YPD plates containing increasing
NaCl concentrations. In this assay, the wild-type (WT)
D. hansenii strain grew adequately under all NaCl con-
centrations tested (Fig. 4) which is in agreement with
the growth kinetics depicted in Fig. 1. Compared to the
SchoglA mutant, which is highly sensitive to mid-NaCl
concentrations, the growth of the Dhhogl mutant on 0.5 M
NaCl was indistinguishable from that of the WT strain.
However, inactivation of DhHogl caused a strong reduc-
tion of growth at 1 M and higher NaCl concentrations.
The effect of sorbitol, which imposes a different sort of
osmotic stress than NaCl, was also tested. Growth of WT'
D. hansenii cells on sorbitol was similar to that on NaCl,
however, the DhhoglA mutant was very sensitive to high
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Fig.2 Dose-dependent and time-course Hogl phosphorylation in
D. hansenii and S. cerevisiae. Cells were grown in YPD to mid-log
phase and treated with NaCl. a Dose-response. Cells were treated
with the indicated NaCl concentrations for 10 min (D. hansenii) or
5 min (8. cerevisiae). Protein extracts from the opposite strain treated
with the indicated NaCl concentration (10 min for Sc and 5 min for
Dh) were included in each blot. Extended NaCl dosage to 3 M is
shown in Fig S1. b Time course. Cells were treated with 2 M (D.

hansenii) or 0.5 M (S. cerevisiae) NaCl for the indicated times. Rela-
tive phospho-Hogl abundance was determined by densitometry of
three independent blots. Values represent the quotient of phospho-
Hogl divided by total Hogl and multiplied by 10. Bars represent the
standard error. Total Hogl was detected with anti-Hog1 antibody and
phosphorylated Hogl was detected in the same stripped membrane
with an anti-phospho p38 antibody. Representative blot images are
presented
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Fig.3 a pAYCU244 plasmid map and DhHOGI deletion strat-
egy. Only relevant genes and regulatory sequences of pAYCU244
(Defosse et al. 2018) are depicted. The SAT! gene confers resistance
to nourseothricin and the yeYFP gene encodes the yeast-enhanced
yellow fluorescent protein. Primers to generate the SATI-yeYFP cas-
sette flanked by 40 bp recombinant tails (purple) are indicated with
small black arrows. Cassette integration and DhHOG! gene replace-
ment are indicated with tiny dotted grey lines. Small colored arrows
indicate primers used to verify gene replacement. b PCR analysis of
putative recombinant clones. Genomic DNA was used as a template.
Coloured arrows (same code as a) on top of gels indicate the prim-
ers used in each reaction. Dh denotes PCR products from the WT
strain. Expected PCR products size (bp) is indicated. Asterisk indi-
cates clone with the right integration. ¢ Microscopic images of D.

sorbitol concentrations. Close examination of plates with
osmo-equivalent concentrations of NaCl and sorbitol (e.g.
1.0 M NacCl vs 1.5 M sorbitol) (Almagro et al. 2000), show
a more pronounced requirement of DhHog1 to deal with
high sorbitol concentrations. These observations indicate
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hansenii WT strain (control) and clone No. 2. Fresh cells grown in
YPD or YPD + nourseothricin (clone No. 2) were observed by confo-
cal microscopy in the double photon mode with an LSM 710-Zeiss
microscope. yeYFP was observed at 514-527 nm, excitation and
emission wavelengths respectively. Control images were visualised
in brightfield mode. d Hogl and phospho-Hogl detection in puta-
tive recombinant clones by western-blotting. Cells grown to mid-log
phase were incubated for 10 min in 1 M NaCl and protein extracts
were prepared. Total Hogl was detected with an anti-Hog1 antibody
and phospho-Hog1 was detected in the same stripped membrane with
an anti-p38 antibody. D. hansenii (Dh) and S. cerevisiae (Sc) protein
extracts from cells treated in the same conditions were loaded in the
same gel

that DhHog1 is needed for optimal growth at high osmotic
conditions, which is consistent with the observed phospho-
rylation peak which occurred at 2 M NaCl, and that it is
required for halotolerance in D. hansenii.
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Fig.3 (continued)

DhHog1 is partially translocated to the nucleus
after hyperosmotic treatment

In S. cerevisiae, phosphorylation induces translocation
of Hogl from the cytoplasm to the nucleus, and this is
achieved in WT cells after 5 min of exposure to hyperos-
motic stress (Ferrigno et al. 1998). To determine whether
DhHogl would translocate into the nucleus after 2 M NaCl
exposure, DhHog1 was tagged with the yeYFP protein.
A similar strategy as for the construction of the HOGI
null mutant was designed except that the yeYFP gene was

cloned in frame into the 3' end of DhRHOGI. Integration
of the HOG1-yeYFP-SAT cassette into the DhHOG 1 locus
was also done by homologous recombination. With this
strategy, it was detected that DhHog1 is in the cytoplasm
under isosmotic conditions, but after different incubation
times under hyperosmotic shock (2 M NaCl), a fraction
of the yeYFP signal was detected also into the nucleus
(Fig. 5). In our experiments we observed that DhHog1 was
evenly distributed throughout the cytoplasm and nucleus
from 10 to 180 min (Fig. S3) after the hyperosmotic
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Fig.4 Effect of NaCl and Sorbitol dosage in cell growth. The or YPD containing the indicated NaCl or Sorbitol concentrations.
indicated strains were grown to mid-log phase and adjusted to Plates were incubated for 72 h at 28 °C and photographed. DhHoglA
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Fig.5 DhHogl-yeYFP localisation after hyperosmotic treatment. showing DhHogl-yeYFP and DAPI (nucleus) are shown. Images
Cells carrying the integrated DhHOGI-yeYFP hybrid gene were were acquired by epifluorescence microscopy. An extended time
grown to mid-log phase and treated with or without (T0) 2 M NaCl course (from 5 to 180 min) is shown in Fig S3

for 10 min (T10) or 60 min (T60). Representative images of cells
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treatment, although by 180 min the amount of phospho-
DhHogl had decreased significantly (Fig. 2b).

DhHog1 regulates transcription of DhGPD1
and DhSTL1 under hyperosmotic stress

Hyperosmotic stress induces changes in the transcription of
several genes required for short- and long-term responses.
To determine whether D. hansenii Hogl has transcrip-
tional activity on canonical osmo-regulated genes, expres-
sion of DhGPDI (encoding the NAD"-dependent glycerol-
3-phosphate dehydrogenase) and DASTLI (encoding the
glycerol-proton symporter of the plasma membrane) under
hyperosmotic stress in both WT and DhhogIA strains was
measured. High osmotic shock led to a strong induction of
transcription in the WT strain, in which both genes were
upregulated about tenfold under 2 M NaCl (Fig. 6). In the
DhhoglA mutant, the expression of DhGPD1 and DhSTLI
dropped under osmotic stress twofold and fourfold respec-
tively. Interestingly, while DASTLI expression was fully
dependent on DhHogl1 under stress, around 50% of the
DhGPDI1 expression did not depend on DhHogl in high
NaCl concentration.

NaCl

RNA AN
»> <

gRT-PCR

—» OD(s00) 0.5 1h' extraction

DhGPD1 DhSTL1

12~

Relative expression

NaCl2M) — + — + — + — +
WT DhhogidA WT  Dhhog14

Fig.6 Effect of hyperosmotic stress and DhHogl inactivation on
gene expression. WT' and DhhoglA cells were grown in YPD to
OD=0.5 and treated or not treated with 2 M NaCl for 1 h. Total RNA
was obtained and subjected to qRT-PCR analysis. Relative transcript
levels of DhGPD1 or DhSTLI were obtained from the mean value of
three independent experiments (+SD) normalised to the transcript
levels of the DhACTI gene

DhHog1 partially contributes to glycerol production
upon hyperosmotic stress

In S. cerevisiae, Hogl regulates glycerol concentration
through two mechanisms: rapid accumulation due to direct
modulation of metabolic enzymatic activity, and a long-term
transcriptional induction of genes required for glycerol pro-
duction and accumulation (Schaber et al. 2012). We studied
the contribution of DhHogl to long-term glycerol produc-
tion and extracellular accumulation, which could explain
the cellular adaptation to high salt environments. Cells were
incubated with increasing NaCl concentrations and total and
external glycerol were measured. The hyperosmotic treat-
ment induced a gradual increase in total glycerol concentra-
tion, which reached its maximum at 1.5-2 M NaCl (Fig. 7).
The amount of glycerol at these NaCl concentrations was
about threefold higher compared to the untreated cells. At
2.5 M NaCl the amount of glycerol decreased, most probably
due to pleiotropic defects in cell physiology and viability.
The total glycerol accumulation in the DhhogIA mutant fol-
lowed similar kinetics compared to the WT strain, except
that the maximum accumulation in 2 M NaCl was twofold
higher than the condition with no stress and this value repre-
sents 60% of the maximum amount of glycerol accumulated
in the WT strain (Fig. 7). The internal glycerol followed the
same kinetics as the total glycerol in both, the WT strain
and the DhhoglA strain (Fig. 7, insert). These observations
indicate that the contribution of DhHogl to total glycerol
accumulation is about 40% under hyperosmotic conditions.
This result is in line with the previous observation through
which it was detected that the expression of DhGPDI has a
component that is independent of DhHog1 under hyperos-
motic conditions. In contrast to total glycerol, the amount
of external glycerol in the WT strain remained constant
until 1.5 M NaCl, and then dropped moderately at 2.0 and
at 2.5 M (Fig. 7). A similar kinetics for external glycerol
under the NaCl dose curve was detected in the DhhoglA
mutant, indicating that DhHog1 does not contribute to the
regulation of glycerol flux through the membrane under
these conditions.

Involvement of DhHog1 in the response to a variety
of stressors

To date, it is clear that HOG pathways have pleiotropic
roles in a variety of stressful conditions (Hernandez-
Elvira et al. 2019). Such is the case of the Schizosaccha-
romyces pombe Styl pathway, which is analogous to the
S. cerevisiae HOG pathway. In S. pombe, Styl partici-
pates in a variety of stresses such as osmotic stress, heat
shock, oxidative stress, UV light, nitrogen starvation and
some other stress conditions (Hohmann 2002). To assess
whether DhHog1 plays a role in stress conditions other
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Fig.7 Effect of hyperosmotic stress and DhHogl inactivation on
glycerol accumulation. WT' and DhhoglA cells were grown in YPD
to OD=2.0 and treated or not treated with the indicated NaCl con-
centrations for 4 h. Cell suspension was divided into two samples;
one was boiled for 15 min and used for total glycerol determination;

than hyperosmotic stress, we determined cell growth by
spotting serial dilutions of cell suspension onto plates
containing agents that induce oxidative stress, endoplas-
mic reticulum (ER) stress, and alkaline stress, and also
under cold and heat stress. Under conditions of oxidative
stress induced with either hydrogen peroxide (H,0,) or
t-butyl-hydroperoxide (t-BHP) we were able to make two
general observations: First, compared to S. cerevisiae, D.
hansenii was highly sensitive to H,0,, but surprisingly
resistant to stress induced with t-BHP (Fig. 8a). Secondly,
the DhhoglA mutant was moderately sensitive to oxida-
tive stress induced with H,O, but not with t-BHP, while
the Schog 1A mutant was resistant to both agents (Fig. 8a).
These observations suggest that DhHog1 may participate
in the response to oxidative stress which is in agreement
with the DhHogl phosphorylation induced with H,O,
(Sharma et al. 2005). Under ER stress conditions induced
with the antibiotic tunicamycin (Tn) (Torres-Quiroz et al.
2010), it was found that the DhhoglA mutant was moder-
ately sensitive to Tn, at a concentration where the SchoglA
mutant shows severe growth impairment (Fig. 8a).

@ Springer

External Glycerol

the second was centrifuged and the supernatant was used for external
glycerol determination. Internal glycerol (insert) was calculated by
means of the subtraction of external glycerol values from total glyc-
erol values. Glycerol content is the mean value (+SD) of three inde-
pendent experiments and referred to yeast dry weight

Regarding the stress imposed by pH, the alkali-tolerant
nature of D. hansenii is known. It can grow reasonably well
at a pH of 8.0, a condition where S. cerevisiae is highly
sensitive (Fig. 8b; Sanchez et al. 2018). Accordingly, the
ability of the DhhoglA mutant to grow on plates buffered
at pH 8.0 compared with neutral and acidic pH (7.0 and
6.0 respectively) was tested. First, as expected, it was found
that the WT strain of D. hansenii grew adequately in the
three conditions, while the growth of S. cerevisiae at pH 8.0
was impaired (Fig. 8b). Interestingly, the DhhoglIA mutant
showed an unexpected high sensitivity to pH 8.0 when com-
bined with 1 M NaCl, which is a mid-stress condition for
D. hansenii (Fig. 8b). The effect of hyperosmotic stress on
the DhhoglA mutant was not observed at pH 6.0 and 7.0.
This indicates that under high salt concentrations, Hogl is
required to cope with alkali stress in D. hansenii.

Finally, it was explored whether DhHogl is involved in
response to cold stress and heat stress. D. hansenii Hogl has
no apparent role in this sort of stress (Fig. S4). However, it
was detected that D. hansenii is cold-resistant, based on its
ability to grow at 16 °C in short periods and at 4 °C in long
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Fig.8 a Effect of oxidative and ER stress on cell growth. The
indicated strains were grown to mid-log phase and adjusted to
ODg,=1.0. Aliquots of tenfold serial dilution were spotted on YPD
or YPD containing the indicated concentrations of hydrogen peroxide
(H,0,), t-butyl-hydroperoxide (t-BHP) or tunicamycin (Tn). Plates
were incubated for 72 h at 28 °C and photographed. Oxidative and
ER stress assays were performed with the same cultures at the same

time, so the control plate has been duplicated for better comparison.
b Effect of alkali and hyperosmotic stress in cell growth. The indi-
cated strains were grown and platted as indicated in a. The pH of
YPD medium was adjusted to the indicated values prior to sterilisa-
tion. 50 mM MES-TEA, 50 mM HEPES-TEA or 50 mM TAPS-TEA
were used to buffer at pH 6.0, 7.0 and 8.0, respectively. Plates were
incubated for 72 h at 28 °C and photographed
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periods (which is not observed in S. cerevisiae) and that it is
sensitive to heat stress, due to its inability to grow at 33 °C
or higher temperatures, at which S. cerevisiae still grows
adequately.

Discussion

D. hansenii is one of the most halotolerant and osmotoler-
ant yeasts, which under some conditions, it can grow even
in concentrations as high as 4.0 M NaCl (Onishi 1963;
Norkrans 1966). Given this characteristic, D. hansenii has
high biotechnological potential in the food industry, which
makes it of high interest to understand the molecular mecha-
nisms that contribute to its halotolerant behaviour. Although
some studies have addressed the participation of the HOG
pathway in the response to hyperosmotic stress (Sharma
and Mondal 2005; Sharma et al. 2005), some conclusions
have been obtained by inter-species gene expression. Here
we report for the first time the phenotypic characterization
of a null HOGI mutant in D. hansenii that allowed us to
unequivocally determine the contribution of this MAPK to
the halotolerance of this yeast. We have also given an accu-
rate description of the activation kinetics of DhHogl, its
transcriptional activity in canonical osmo-responsive genes,
its participation in long-term glycerol production, and its
involvement under different stress conditions.

Our observations indicate that WT D. hansenii can grow
in NaCl concentrations >2 M, which is consistent with the
previous classification of this species as a yeast belonging to
the 3 M salt-stress class (Lages et al. 1999), and that deletion
of DhHOG induces sensitivity to that range of concentra-
tions. Although at a slower rate than the WT strain, a mutant
devoid of DhHogl was still able to grow in 1 M NaCl, a
concentration that imposes a strong negative effect on S.
cerevisiae as detected in this and other works (Blomberg
1997; Rodriguez-Gonzalez et al. 2017).

Our data indicate that strong Hogl phosphorylation
depends on high external osmolarity and that in low osmo-
larity, where ScHog1 is phosphorylated at a high level,
DhHogl is not activated. Accordingly, high expression of
DhSTLI and DhGPDI was detected at 2 M NaCl and the
long-term glycerol production peaked at this concentration.
These observations indicate that the D. hansenii HOG path-
way is set to be activated with high external osmolarity and
that in low and mid-osmotic conditions, other protection sys-
tems should be active. A similar situation is present in the
extreme halotolerant yeast Hortaea werneckii, where its two
redundant paralogous Hog1A and Hog1B are fully active at
salinities >3 M, but not at moderate NaCl concentrations
(Kejzar et al. 2015). The fact that the HOG pathway can be
activated at high NaCl concentrations is supported by the
ability of D. hansenii to accumulate a large amount of Na*
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inside the cell, which is a trait that prompted some authors to
describe it as a ‘sodium includer’ (Norkrans and Kylin 1969;
Prista et al. 1997, Prista and Loureiro-Dias 2007).

In S. cerevisiae, phosphorylation is necessary to allow
translocation of Hogl from the cytoplasm to the nucleus,
and this is achieved in wild-type cells after 5 min of expo-
sure to hyperosmotic stress (Ferrigno et al. 1998). Nuclear
localisation under this condition is transient and retro-trans-
location to cytoplasm occurs through the action of protein
phosphatases, including nuclear Tyr-phosphatase Ptp2 (Mat-
tison and Ota 2000). Thus, translocation to the nucleus of
DhHogl was detected within 10 min after hyperosmotic
stress was imposed with 2 M NaCl and it was still detected
inside the nucleus after 180 min of treatment. This behaviour
is consistent with the phosphorylation time course obtained
with 2 M NaCl. Interestingly, DhHogl was also detected
in the cytoplasm throughout the entire time course. These
observations show some differences with previous studies
in which DhHog1 was visualised by indirect immunostain-
ing (Sharma et al. 2005). In those experiments, the nuclear
accumulation of DhHog1 was delayed 90 min after hyperos-
motic shock, and then re-entry into the cytoplasm occurred
150 min later. The discrepancy with our observations could
be explained by differences in the detection level between
indirect immunofluorescence and detection of the hybrid
DhHog1-yeYFP, and/or differences in strain’s genetic back-
grounds. Although we do not know whether cytoplasmic
DhHogl is active in our conditions, its long nuclear reten-
tion not only matches with its phosphorylation status but
also its role under extreme hyperosmotic conditions in which
sustained long activity is expected. Although a decline in
phosphorylation occurred in long periods, DhHog1 was still
present in the nucleus. Disregarding an effect of increased
protein turnover, this observation suggests that a mecha-
nism of downregulation, mediated perhaps by nuclear
phosphatases (Mattison and Ota 2000) may be present in
D. hansenii. Interestingly a study of comparative genomics
of the HOG signalling system predicts lack of Ptp2 phos-
phatase in D. hansenii (Krantz et al. 2006), suggesting that
Ptp3 (which is present) may take both roles.

The peak in glycerol accumulation at 2 M NaCl correlates
very well with the high expression of DAGPD1 and DhSTLI
detected at this concentration. While expression of DhSTLI
was fully dependent on DhHogl, the DhHog1-dependent
expression of DhGPD1 was 60%. The high expression of
DhSTLI is strongly correlated with the high glycerol/H*
symporter activity that has been determined in D. hanse-
nii (Pereira et al. 2014). The expression of both DhGPD1
and DhSTLI in D. hansenii, followed a pattern of behav-
iour similar to that found in S. cerevisiae. STLI is an osmo-
responsive gene whose expression completely depends on
Hogl (O’Rourke and Herskowitz 2004), while GPDI not
only depends on Hogl under hyperosmotic stress but also
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on other signalling systems (Rep et al. 1999). It is worth
considering that under hyperosmotic stress, GPDI can also
be transcriptionally regulated by a Cyc8/Tupl-SUMOyla-
tion-dependent des-repression mechanism (Nadel et al.
2019), thus several mechanisms can be acting in concert to
achieve a tight control of DhGPDI expression. Our obser-
vations indicate that a significant expression of DhAGPD1
was induced by osmostress in the DhhoglA mutant, sug-
gesting that other pathways may be participating or that a
fraction of DhGPDI expression is controlled by a general
stress mechanism in D. hansenii. It would be interesting to
determine whether the stress caused specifically by Na* ions
in D. hansenii can activate the Ca*"-Calcineurin pathway
and to what extent this may regulate the response to hyper-
osmotic stress.

In S. cerevisiae, Hogl regulates glycerol concentration
through two distinct mechanisms. One is a rapid accumu-
lation of glycerol which includes the closure of the Fpsl
glycerol channel to diminish glycerol efflux (Lee et al. 2013)
and the increase of glycerol synthesis by upregulation of
both GPD1 (Westfall et al. 2008), and PFK2 (which encodes
6-phosphofructo-2-kinase) (Dihazi et al. 2004). The sec-
ond is the transcriptional regulation of a large set of genes
required for glycerol synthesis and accumulation (O’Rourke
and Herskowitz 2004). Here we found that DhHog1 contrib-
utes to long term responses. Indeed, the amount of accu-
mulated glycerol gradually increased with the increase in
osmolarity until reaching a plateau at 1.5-2 M NaCl, in both,
total and internal glycerol. This long-term glycerol produc-
tion was just partially dependent on Hogl since the maxi-
mum accumulation dropped just 1.5 fold in the DhhoglA.
The DhHogl-independent glycerol accumulation has not
only the transcriptional component as discussed above, but
also the increase in enzymatic activity directly exerted by
NaCl (Adler et al. 1985; André et al. 1991). In fact, glycerol
production can be enhanced by increased activity of Gpdl
and dihydroxyacetone kinase (Dak1,2) promoted by NaCl,
which appears to modulate the specific activity of these
enzymes. Interestingly, D. hansenii Gpdl1 displays 10-folds
more specific activity in the presence of NaCl than that of
S. cerevisiae (Adler et al. 1985; André et al. 1991; Thomé
2005). Although the role of glycerol as a suitable compat-
ible osmolyte in D. hansenii has been determined (Adler
and Gustafsson 1980; Lages et al. 1999; Gori et al. 2005),
it is important to consider that other polyols like arabinitol
and trehalose may also contribute to the osmo-protection
through a combined interplay (Adler and Gustafsson 1980;
Gonzalez-Hernandez et al. 2005). The increase in total and
internal glycerol accumulation and the contribution of Hogl
in D. hansenii coincide with those of Kluyveromyces lactis,
where glycerol increases fivefold under hyperosmotic stress
and KlHog1 contributes 50% to this increase (Rodriguez-
Gonzalez et al. 2017). Given the halo-sensitive nature of K.

lactis, the common feature between both species is that they
share highly respiratory metabolisms.

Regarding the amount of external glycerol under increas-
ing NaCl concentrations, we found that this did not follow
the same kinetics as total and internal glycerol. In fact,
although no significant differences were detected, external
glycerol showed a tendency to diminish as the concentration
of NaCl rose. One likely explanation was that this was due to
increased glycerol uptake mediated by high Stl1 symporter
activity. We have disregarded this possibility since the pro-
file of the mutant strain, where expression of DASTLI is
negligible, mirrored that of the wild type strain. However,
it is important to mention that D. hansenii can accumulate
glycerol against a strong concentration gradient (Alder
et al. 1985). Whether this is due only to the DhStl1 activ-
ity and/or to other transport systems remains to be deter-
mined. Another possibility could be that glycerol efflux is
a low capacity process in D. hansenii, due to the lack of a
canonical aquaglyceroporin (Fpsl in S. cerevisiae) capable
of releasing glycerol under hyperosmotic stress (Petterson
et al. 2005; Sabir et al. 2016). It is worth noting, however,
that D. hansenii contains a gene that is orthologous to the S.
cerevisiae aquaporins Aqyl and Aqy2, which are orthodox
water channels that apparently may transport not only water
but also solutes (Petterson et al. 2005). Orthodox aquaporins
have been poorly studied in yeast species. In S. cerevisiae,
functional expression of aquaporins is strongly dependent on
the strain. When expressed, aquaporins appear to play a role
in freeze tolerance, but Aqyl seems to be specific for sporu-
lation, while Aqy2 is expressed in vegetative cells but is
downregulated by hyperosmotic stress in a Hog1-dependent
manner (Ahmadpour et al. 2014). The genome of D. hanse-
nii appears to encode only one aquaporin (which is slightly
more related to ScAqy2) (Sabir et al. 2016). Whether this
putative DhAqy?2 participates in the regulation of glycerol
efflux under hyperosmotic stress in D. hansenii, it is nec-
essary to speculate that its regulation should largely differ
from that of S. cerevisiae. It would be interesting to deter-
mine whether DhAqy2 has a role in the cold tolerance of
D. hansenii detected in this work. Finally, the total and
external glycerol reduction observed in concentrations over
2 M NaCl, which coincide with the drop in DhHog1 phos-
phorylation, cannot be explained as a regulatory mechanism
exerted by DhHog1, but rather by an altered metabolic con-
dition promoted by the hyperosmotic stress.

In addition to its participation in the hyperosmotic stress
response, ScHog1 has been shown to have pleiotropic activi-
ties in a variety of conditions; for example, it has a role
in the endoplasmic reticulum (ER) stress response (Torres-
Quiroz et al. 2010; Hernandez-Elvira et al. 2019), in the
general stress response (de Nadal and Posas 2010) and
even in mitophagy (Mao and Klionsky 2011). According
to the results reported in this work, DhHogl also appears
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to play a role in response to oxidative stress, which is in
agreement with the transcriptional induction, triggered by
NaCl, of genes for oxidative protection (Segal-Kischinevzky
et al. 2011; Calderén-Torres et al. 2011; Michan et al. 2013;
Ramos-Moreno et al. 2019); DhHogl may also play a role
in the response to ER stress induced by tunicamycin, which
inhibits protein N-glycosilation. Since this is extranuclear
Hogl activity (Torres-Quiroz et al. 2010; Hernandez-Elvira
et al. 2019), it was not surprising to detect DhHog1 in the
cytoplasm during hyperosmotic stress. Our results also sug-
gest that DhHog1 does not participate in cold stress nor in
heat stress. Although we performed a wide screening at a
variety of temperatures, we do not discard DhHog1 cross-
activation by simultaneous induction of temperature stress
and hyperosmotic or oxidative stress.

An interesting finding in this work was the strong sensi-
tivity displayed by the DhhoglA mutant to combined hyper-
osmotic stress and alkali stress. The resistance of D. hansenii
to alkaline conditions is a property well known since the
first isolated strains came from the ocean (pH around 8.0)
(Norkrans 1966, 1968), and another strain has been isolated
from soy sauce with a pH around 10 (Kurita and Yamazaki
2002). In natural environments, where a myriad of stressful
conditions are simultaneously present, the finding that Hog1
is essential to cope with alkali stress in a mid-osmotic condi-
tion is quite relevant to the understanding of the physiologi-
cal characteristics of an alkali-halotolerant yeast. In fact, it
has been demonstrated that D. hansenii has a high capacity
to acidify a medium buffered at pH 8.0 in the presence of
high salt concentration (Sanchez et al. 2018). Additionally,
D. hansenii expresses an alkali-metal-cation/H" antiporter
of broad spectrum (Velkova and Sychrova 2006; Ramos
etal. 2011) and two Na*-ATPases which are overexpressed
in high NaCl concentrations and one of them also in high
pH (Almagro et al. 2001). It now, appears that this alkali-
resistance is at least in part regulated by the Hogl MAPK
in D. hansenii.

Our study points to the scenario where the HOG pathway
of D. hansenii is activated with high external osmolarity, and
that under low and mid-osmotic conditions other protection
systems are active. Several studies have identified factors
that may play a role in the halotolerance of this yeast, includ-
ing the increase of ergosterol in the plasma membrane in
high salt concentrations (Turk et al. 2007) and the induction
of expression and activity of several transporters such as
the K*—Na*t symporter (Martinez et al. 2011). Thus, sev-
eral osmoregulatory mechanisms must act in a coordinated
fashion to permit an adaptive cellular response to salty
environments.

Here we described for the first time the construction of
a HOGI null mutant by homologous recombination in D.
hansenii, a technical approach that has been elusive for
some time, and most importantly we have determined the
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threshold of salt concentration that D. hansenii may tolerate
without Hog1 and the contribution that this MAPK plays in
the halotolerance of this species.
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Supplementary Figures

Fig. S1 Dose-dependent Hog1 phosphorylation in D. hansenii. Cells were grown in
YPD to mid log phase and treated with the indicated NaCl concentrations for 10 min
(D. hansenii). Protein extract from S. cerevisiae treated with the indicated NaCl
concentration, was included in the blot. Total Hog1 was detected with anti-Hog1
antibody and phosphorylated Hog1 was detected in the same stripped membrane
with an anti-phospho p38 antibody.



Fig. S2 Hog1p sequence alignment from various non-conventional yeasts and S.
cerevisiae. The multiple sequence alignment was made using Clustal Omega
multiple sequence alignment from EMBL-EBI and JalView to visualize the alignment.
The yeasts compared to Debaryomyces hansenii were: Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Scheffersomyces stipitis and
Meyerozyma guilliermondii. The conserved phosphorylation site TGY is shown with
asterisks. The CD (common docking) domain and the PBD2 (Pbs2 binding) domain
are indicated. Dark blue corresponds to 100 % identity among species.



Fig. S3 DhHog1-yeYFP localization after hyperosmotic treatment. Cells carrying the
integrated DhHOG 1-ye YFP hybrid gene were grown to mid-log phase and treated
with or without 2M NaCl for the indicated times (min). Representative images of cells
showing DhHog1-yeYFP and DAPI (nucleus) are shown. Images were acquired by
epifluorescence microscopy.



Fig. S4 Effect of the temperature in the cell growth. The indicated strains were grown
to mid-log phase and adjusted to ODeoo = 1.0. Aliquots of 10-fold serial dilution were
spotted on YPD plates and incubated at the indicated temperatures during 72 h (from
16°C to 37°C) and for 15 days (4°C and 42°C) and photographed.
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