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1. RESUMEN




En este trabajo hemos abordado el estudio de la respuesta a estrés alcalino de S.
cerevisiae utilizando como herramientas principales dos técnicas de andlisis a gran
escala. Por un lado, hemos realizado un analisis mediante microarrays de DNA de la
respuesta transcripcional a estrés alcalino y, por otro, hemos utilizado una biblioteca de
mas de 4800 mutantes para identificar genes esenciales para la supervivencia a pH
alcalino. Todo ello nos ha permitido identificar nuevos aspectos en la respuesta y en la

adaptacion de dicha levadura a estrés alcalino.

En primer lugar, partiendo de la identificacion de ENA1 y PHO89 como genes
regulados por pH alcalino cuya expresion es dependiente de calcineurina hemos
establecido una relacion entre la respuesta a pH alcalino y la via de sefalizacién de
calcio/calcineurina. Demostramos que la alcalinizacién extracelular estimula el transporte
de calcio desde el exterior dando lugar a un incremento en los niveles citoplasmaticos de
este cation. Esta sefial es la que desencadena la activacion de la fosfatasa calcineurina,
cuya accion principal, aunque no la Unica, es activar la expresion de una serie de genes

implicados en la resistencia a pH alcalino.

Por otro lado, los resultados de microarrays indican que el estrés alcalino induce
la transcripcion de varios de los genes implicados en la obtencién de fosfato y en el
metabolismo de hierro y cobre. A su vez, el analisis de mutantes revela que tanto la
integridad de elementos del regulén PHO como la del transporte de metales es esencial
para la supervivencia en medio alcalino. Todo ello sugiere que la alcalinizacion

medioambiental genera una situacion de escasez de estos iones.

Asimismo hemos demostrado que la alcalinizaciébn extracelular provoca un
incremento intracelular de ROS (o0 especies reactivas de oxigeno), lo que genera una
situacion de estrés oxidativo capaz de activar un conjunto de genes a través de los

mecanismos especificos de respuesta a estrés oxidativo.

Por ultimo, hemos descubierto una implicacion de la via de la integridad de la
pared celular (CWI) en la respuesta a estrés alcalino. Hemos descrito que la ausencia de
varios elementos implicados en dicha via, como el sensor Wscl o las quinasas Bckl y
Slt2, da lugar a un fenotipo de sensibilidad a pH alcalino. Ademés, confirmamos que este
estrés provoca la activacion de Slt2, la MAPK de la via CWI, y que el sensor de la via

mas relevante en dicha activacion es Wscl. Por otro lado, el estudio de la respuesta



transcripcional a pH alcalino de un mutante slt2 sugiere que esta quinasa es responsable
de una parte de la respuesta transcripcional y que, probablemente, la alcalinizacion

extracelular tiene efectos sobre la estructura de glucanos de la pared celular.

La conclusion final que se extrae de todos nuestros resultados es que la
alcalinizacién medioambiental da lugar a una respuesta adaptativa que no es el resultado
de la activacion de una Unica via de sefalizacién especifica para pH alcalino, sino que es
el producto de activar diversas vias encaminadas a paliar las variadas alteraciones

producidas por el estrés alcalino.



2. INTRODUCCION




Los seres vivos no estan aislados del entorno y su desarrollo esta estrechamente
ligado a su relacion con el medio extracelular. Fluctuaciones en el ambiente
desencadenan una respuesta encaminada a la adaptacion a la nueva situacién, que
puede ser determinante para su supervivencia. Para ello poseen sensores que detectan
los cambios y mecanismos moleculares de transduccion de la sefial que activaran una
respuesta especifica, parte de la cual puede implicar remodelacién de la expresion

génica.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura muy conocida por sus diferentes
aplicaciones en el ambito alimentario. En un contexto cientifico, tiene una gran utilidad
como modelo relativamente simple para estudiar a nivel molecular los procesos que
tienen lugar en las células eucariotas. Esta levadura crece de forma 6ptima a pH acido.
La alcalinizacién extracelular interfiere con el correcto transporte de nutrientes y cationes
necesarios para su supervivencia y, por ello, la exposicién a pH alcalino le supone una
situacion de estrés. Cuando se iniciaron los estudios que se presentaran en esta tesis, la
respuesta de S. cerevisiae a estrés alcalino habia sido muy poco estudiada, a diferencia
de lo que sucedia en el caso de otros tipo de estrés como el hiperosmético, salino, por

elevada temperatura o por dafios a la pared celular.

En nuestro laboratorio, se decidid6 abordar el estudio de la respuesta a la
alcalinizacion mediambiental en esta levadura con el objetivo de identificar genes
regulables por pH alcalino que, posteriormente, pudieran ser usados como herramienta
para disefiar sistemas de expresion heteréloga a gran escala de modulacion facil y
econdémica. Para ello era necesario averiguar el mecanismo de regulacién por pH alcalino

de dichos genes y caracterizar sus promotores.

2.1. Larespuesta a estrés alcalino en hongos

El pH extracelular es un aspecto clave que influencia el crecimiento, la fisiologia y
la diferenciacion de todos los organismos. Este hecho ha llevado al estudio de los
mecanismos que permiten la adaptaciéon a cambios en el pH. Hasta hace muy pocos

afios, los Unicos andlisis se habian llevado a cabo en Aspergillus nidulans, debido a la



importancia del pH en la produccion de antibiéticos por este hongo. Esto ha propiciado
que en A. nidulans se haya podido establecer desde hace algun tiempo un modelo de
regulacion de la expresion génica por pH alcalino. También existen evidencias
comparativamente mas recientes acerca de los mecanismos que controlan la

homeostasis del pH en Candida albicans y en Saccharomyces cerevisiae.

2.1.1. Laregulacion por pH en Aspergillus nidulans.

Aspergillus nidulans es un hongo ascomiceto capaz de crecer dentro de un amplio
rango de valores de pH extracelular que oscila entre pH 2.5 y pH 9.0 (Caddick et al.
1986). Esta gran adaptabilidad a cambios en pH extracelular se debe a que, ademas de
poseer un eficiente sistema para mantener la homeostasis de pH intracelular, posee un
sistema de regulacién génica capaz de controlar la sintesis de enzimas extracelulares,
permeasas y metabolitos que son secretados al medio. Dicho sistema se activa de forma
especifica en respuesta a variaciones en el pH medioambiental y asegura que sélo se
produzcan las proteinas que sean funcionales en las condiciones de pH ambiental
existentes. Por ejemplo la fosfatasa acida soOlo se sintetiza a pH &cido o neutro y la

alcalina sélo en condiciones alcalinas.

La correcta funcionalidad del sistema de regulacién del pH de A. nidulans requiere
siete genes denominados pacC, palA, palB, palC, palF y pall. De forma colectiva, los
datos genéticos y fenotipicos obtenidos indican que pacC actia downstream respecto a
los otros seis genes. De hecho, el modelo aceptado propone que pacC codifica un factor
de transcripcion y que los productos de los otros seis genes forman parte del sistema de
transduccién de la sefal que activaria PacC. PacC actla positivamente sobre genes que
se sobrexpresan a pH alcalino, también llamados ‘genes alcalinos’, y negativamente
sobre genes que se expresan mayoritariamente a bajo pH o ‘genes acidos'. Entre los
primeros se encuentran genes como ipnA, que codifica la isopenicilina N sintasa, prtA,
una proteasa alcalina, o palD, una fosfatasa alcalina, mientras que son genes acidos

pacA, que codifica una fosfatasa acida, o gabA, que codifica una permeasa de GABA.

El andlisis estructural de PacC ha revelado que se trata de un factor de
transcripcion que contiene tres estructuras del tipo ‘dedos de zinc’ mediante las cuales es

capaz de reconocer la secuencia de DNA 5-GCCARG-3’ (Tilburn et al. 1995; Espeso et



al. 1997). Ademas, se han encontrado tres formas de la proteina PacC con diferentes
pesos moleculares: 72 kDa, 53 kDa y 27 kDa (Orejas et al. 1995; Diez et al. 2002). La
forma de 72 kDa de PacC (PacC’?) se localiza en el citoplasma y es la predominante en
condiciones de pH acido (Mingot et al. 2001). Es la forma inactiva de la proteina y dicha
inactivacion es debida a interacciones moleculares que tienen lugar entre una zona
cercana a la regién de unién al DNA y una regién proxima al extremo carboxi-terminal
(Espeso et al. 2000). La activacion de PacC tiene lugar en respuesta a la alcalinizacion
del medio extracelular e implica dos etapas consecutivas de protedlisis. En primer lugar
PacC’? se convierte en PacC> como consecuencia de un corte proteolitico que tiene
lugar en una zona de 24 residuos denominada signaling protease box (Diez et al. 2002).
Este corte estd catalizado por una proteasa, que probablemente sea PalB, cuya
activacion depende de la sefializacion por pH alcalino. El segundo proceso proteolitico
ocurre de forma independiente al pH generadndose la forma de 27 kDa, que es la
responsable de activar o reprimir la expresién de genes implicados en la adaptacion a pH
alcalino (Orejas et al. 1995; Mingot et al. 1999; Diez et al. 2002).

Por otro lado, trabajos recientes han arrojado nuevas hipotesis acerca del
mecanismo de accion por el cual cinco de los genes pal (todos excepto PalC, del que no
se conoce la funcidn) vehiculan la sefial de pH a PacC. Los elementos situados upstream
de la via son las proteinas Pall y PalH los cuales se han descrito como posibles sensores
de pH de la membrana plasmética. La prediccién de estructura de Pall revela que posee
cuatro probables regiones transmembrana seguidas de un extremo carboxi-terminal de
localizacion citosélica. Ademas entre los fragmentos transmembrana 1 y 2 se sitia un
loop de localizacion periplasmatica que podria tener un papel como sensor de pH
(Denison et al. 1998). Por su parte PalH tiene siete posibles segmentos transmembrana
seguidos por una cola carboxi-terminal citosolica (Negrete-Urtasun et al. 1999), estructura

clasica de los receptores asociados a proteinas G.

Recientemente se ha definido a PalF como un miembro de la familia de las
arrestinas capaz de interaccionar con la cola carboxi-terminal citoplasmatica de PalH en
respuesta a pH. PalF es fosforilada y ubiquitinada (por una quinasa y una ubiquitin ligasa,
respectivamente, ambos de naturaleza desconocida) y el complejo PalH-PalF es

internalizado para su degradacién por el endosoma (Herranz et al. 2005).
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Figura 1. Respuesta a pH alcalino en Aspergillus nidulans. La exposicion a pH alcalino da lugar a la
activacion del sensor PalH (y presumiblemente Pall). PalH interacciona con la arrestina PalF, la cual es
fosforilada y ubiquitinada, mediante un mecanismo no conocido, lo que provoca la endocitosis y degradacion
del complejo PalH-PalF. Esta endocitosis, aunque se desconoce cdmo, promueve la interaccién de PalA con
la proteina Vps32 del complejo ESCRT-IIl. De esta manera PalA puede reconocer al factor de trancripcion
PacC, evento necesario para que la proteasa PalB catalice el primer corte de PacC. PacC es proteolizado de
nuevo, por una proteasa de identidad desconocida, dando lugar a la forma activa del factor de trancripcion.
Por dltimo, PacC es transportado al nacleo donde regula la expresion de un conjunto de genes. Para mas
detalles ver 2.1.1.

Esta cadena de eventos activa a PalA, que estd unida a Vps32, una subunidad del
ESCRT-Il (por Endosomal Sorting Complex Required for Transport) que es uno de los
tres complejos proteicos asociados a la membrana del endosoma tardio para mediar el
transporte de proteinas ubiquitinadas en la via MVB (de multivesicular body). Entonces,

PalA se une a dos motivos Y-P-X-L situados en la region que se ha denominado signaling



protease box de PacC’?, unién que es totalmente necesaria para que se produzca el

primer corte proteolitico de PacC (Vincent et al. 2003).

Por ultimo, PalB, miembro de la familia de las calpainas (cisteina proteasas
dependientes de calcio) es, casi con seguridad absoluta, la proteasa que, en respuesta a
la alcalinizacién extracelular, reconoce la signaling protease box provocando el primer
corte de PacC (Denison et al. 1995; Diez et al. 2002).

2.1.2. Regulacion por pH en Candida albicans.

En el hongo patdgeno oportunista Candida albicans el pH medioambiental
constituye una potente sefal para la diferenciacién morfolégica. Se ha demostrado que in
vitro puede crecer en condiciones en que el pH adquiere valores entre 2 y 10.
Condiciones de pH extracelular acido favorecen el crecimiento en forma de células
aisladas, es decir como levaduras, mientras que en condiciones alcalinas presenta un
crecimiento filamentoso. Dado que la virulencia de C. albicans viene determinada por su
crecimiento como hongo filamentoso, existe un gran interés en desvelar los mecanismos

de respuesta a pH que existen en este aorganismo (Davis 2003).

La capacidad de C. albicans de responder a cambios en el pH extracelular esta
también controlada en parte por cambios en la expresion génica. Desde hace algun
tiempo se conoce que PHRL1 (que codifica una proteina de la pared celular implicada en
la union de 1,3-B y 1,6-B-glucanos) y PRA1 (que codifica una proteina de funcion
desconocida pero también situada en la pared) son genes cuya expresion se induce a pH
alcalino. PHR2 presenta un 71% de identidad con PHR1 y la misma funcién, pero se
expresa en condiciones acidas (Saporitoirwin et al. 1995; Muhlschlegel and Fonzi 1997).
Mas recientemente se ha realizado un estudio de la respuesta transcripcional de C.
albicans a cambios en el pH extracelular demostrandose que, ademas de los
mencionados, unos quinientos genes son regulados por pH, bien sea por alcalinizaciéon o
por acidificaciéon del medio. De todos ellos, 267 se activan en respuesta a pH alcalino y
entre estos se incluyen un numero significativo de genes relacionados con el

metabolismo del hierro (Bensen et al. 2004).



En C. albicans existen homoélogos de los componentes de la via PacC de
Aspergillus nidulans, lo que sugiere una conservacion de dicha via. Rim101 (el homodlogo
de PacC), Rim8 (PalF), Rim13 (PalB), Rim20 (PalA) y Rim21 y Dfgl6 (PalH) son
necesarios para generar la respuesta a pH alcalino (Ramon et al. 1999; Su and Mitchell
1993b; Arst et al. 1994; Denison et al. 1995; Maccheroni, Jr. et al. 1997; Negrete-Urtasun
et al. 1997; Negrete-Urtasun et al. 1999; Xu and Mitchell 2001; Barwell et al. 2005).

Ademas, se ha demostrado que la via RIM101 regula parcialmente la respuesta
transcripcional a alcalinizacion medioambiental y, entre otros, activa la expresion de los
genes PHR1, PRAL y reprime la de PHR2 (Ramon et al. 1999; Porta et al. 1999; Davis et
al. 2000; Bensen et al. 2004). De forma analoga a A. nidulans, Rim101 necesita ser
procesada para llevar a cabo su actividad, aunque en este caso el procesamiento de esta

proteina no se ha definido a nivel bioquimico.

Sin embargo, C. albicans es capaz de responder a pH en ausencia de RIM101 y
ademés se ha demostrado que parte de la respuesta trancripcional a pH alcalino es
independiente de este factor de transcripcion. Todo ello sugiere que han de existir vias
alternativas de sefializacion (Davis et al. 2000; Bensen et al. 2004).

2.1.3. Larespuesta de Saccharomyces cerevisiae a estrés por pH alcalino.

Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota capaz de sobrevivir en un
rango relativamente amplio de valores de pH medioambiental aunque su crecimiento
Optimo tiene lugar a pHs acidos (pH 5.0-6.0). De hecho, la actividad exportadora de
protones de la ATPasa de membrana Pmal asegura un entorno acido y asi se establece
un gradiente de protones a través de la membrana que permite el transporte de
aminodacidos, nucleétidos, fosfato y otras moléculas, asi como la entrada de cationes,
todo ello imprescindible para la supervivencia de este organismo (van der Rest et al.

1995; Serrano 1996). PMAL es por ello un gen esencial.

Cuando el pH del medio alcanza valores alcalinos o incluso cercanos a la
neutralidad, el gradiente de protones generado por Pmal se anula y la célula se halla en
una situacion que compromete su supervivencia. Se trata pues de una situacion de

estrés. Bajo estas condiciones juegan un papel esencial dos bombas de iones: Enaly la



ATPasa vacuolar (Garciadeblas et al. 1993; Stevens and Forgac 1997). ENAL codifica
una ATPasa de membrana plasmatica que exporta iones Na* generando asi un gradiente
de sodio que permite el transporte a través de la membrana de otros cationes. Por su
parte la ATPasa vacuolar es una bomba formada por multiples subunidades y necesaria
para la acidificacion vacuolar, proceso que en condiciones de alcalinidad medioambiental
no puede tener lugar mediante mecanismos de endocitosis (Nelson and Nelson 1990;
Munn and Riezman 1994). Mutantes defectivos en alguna de estas bombas son
perfectamente viables en condiciones acidas pero son hipersensibles a la alcalinizacién

extracelular.

Cambios en el pH extracelular provocan una respuesta transcripcional en S.
cerevisiae que le permite adaptarse a la nueva condicion. Hasta el afio 2001 se habian
descrito Unicamente tres genes capaces de inducir su expresion a pH alcalino: el propio
ENA1, SHC1 (un activador de Chs3, una de las quitina sintasa de levadura, durante la
esporulacién) y SCY1 (una posible quinasa) (Garciadeblas et al. 1993; Mendoza et al.
1994; Hong et al. 1999), pero mediante la técnica de microarrays se ha podido
caracterizar mas detalladamente dicha respuesta (Causton et al. 2001; Lamb et al. 2001).
Mediante este tipo de andlisis se ha demostrado que la respuesta a pH alcalino implica
un cambio en la expresién de genes relacionados con diferentes aspectos de la biologia
de la levadura. Esto indica que la alcalinizacion medioambiental afecta a numerosos
procesos celulares y sugiere que en la respuesta a estrés alcalino pueden estar

implicadas multiples vias de sefalizacion.

S. cerevisiae posee un homologo de PacC denominado Rim101. La similitud entre
ambas proteinas se concentra Unicamente en la region de los tres ‘dedos de zinc' de
unién al DNA. Por otro lado, también se han identificado homélogos en S. cerevisiae de
algunos de los otros componentes de la via de sefializacion de pH de A. nidulans. Asi
Rim20 interacciona con Rim101 de forma dependiente al sistema ESCRT al igual que su
homélogo PalA, Rim13 es una cisteina proteasa del tipo calpaina homdloga a PalB,
Rim8, aunque se desconoce su funcidn, tiene cierta similitud con PalF y Rim21 y Dfgl6
por un lado y Rim9 por otro son, respectivamente, los homoélogos de los posibles
sensores de pH de membrana de A. nidulans PalH y Pall (Penalva and Arst, Jr. 2002;
Penalva and Arst 2004; Barwell et al. 2005).



Rim101 se identifico inicialmente como un regulador de la meiosis en S. cerevisiae
(Su and Mitchell 1993b; Su and Mitchell 1993a). Tal y como sucede con PacC, Rim101
necesita ser proteolizado para poder activarse aunque, en este caso, tiene lugar un Unico
corte que elimina unos 100 aminoacidos del extremo carboxi-terminal de la proteina (Li
and Mitchell 1997). Asi, se trataria de un corte similar al primer corte de PacC y en
principio Rim13 (el homélogo en S. cerevisiae de PalB) seria el candidato mas probable a
catalizarlo. La pregunta clave que se plantea es si la via de Rim101 en S. cerevisiae
responde a pH alcalino como en el caso de A. nidulans o si ha divergido evolutivamente
para responder a una sefal diferente. De hecho, se ha relacionado Rim101 con los
procesos de esporulacion de diploides o invasividad en haploides debido a que su

mutacién provoca deficiencias en estos procesos (Li and Mitchell 1997).

Actualmente existen evidencias de que la via Rim101 responde a pH alcalino. En
primer lugar se ha demostrado que la proporcion de forma activa o inactiva de Rim101
varia dependiendo de la composicion del medio: en un medio rico en glucosa, el cual
conlleva acidificacién extracelular, predomina la forma no procesada, mientras que a pH
alcalino, asi como en condiciones de crecimiento en acetato, que lleva a pH neutro,
predomina la forma procesada (Li and Mitchell 1997). En segundo lugar, la falta de
Rim101, Rim20 o Rim13 impiden el crecimiento a pH alcalino lo que sugiere que la
integridad de la via Rim101 es necesaria para la adaptacion a pH alcalino (Lamb et al.
2001; Xu and Mitchell 2001; Futai et al. 1999).

El trabajo de Lamb y colaboradores ha sido crucial para establecer la relacién
entre la via RIM101 y el pH en S. cerevisiae (Lamb et al. 2001). En él se compara el
transcriptoma de S. cerevisiae en condiciones de crecimiento a pH acido (pH 4.0) con el
de la misma levadura sometida a pH alcalino (pH 8.0) durante dos horas. Los datos
obtenidos revelan 71 genes sobreexpresados en condiciones alcalinas con funciones
diversas e involucrados en procesos celulares varios. Ademas de ENA1, cuya aparicion
era predecible, cabe destacar la presencia de genes relacionados con el metabolismo del
fosfato y con la homeostasis del hierro y el cobre. El andlisis de la expresion en las cepas
salvaje y defectiva en RIM101 de algunos de los genes identificados en el estudio,
mediante northern blots o utilizando ensayos con reporters, les permite clasificarlos en
tres grupos en base a su dependencia de este factor de transcripcion: totalmente
dependientes de RIM101 (ARN4, YARO068W/YHR214W vy ZPS1), parcialmente
dependientes (ENA1 y NRG2) o independientes (PHO11/12, PHO84, FRE1, CTR3).



Aunque cabe destacar que el hecho de que existan genes parcialmente y totalmente
independientes de RIM101 implica que en S. cerevisiae la respuesta a pH alcalino no
estd mediada totalmente por el homdlogo de PacC, estos estudios demuestran que

efectivamente existe una relacion entre la via RIM101 y la regulacion del pH.
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Figura 2. La via RIM101 en Saccharomyces cerevisiae. En S. cerevisiae los presuntos sensores de la via
RIM101 son Rim9, Rim21 y Dfgl6 (homdlogos de Pall y PalH respectivamente). En respuesta a pH alcalino
Rim20 (homologo de PalA) interacciona con Rim101 (homélogo de PacC), de forma dependiente del sistema
ESCRT, y esto favorece el corte proteolitico de Rim101 que es catalizado seguramente por Rim13 (homologo
de PalB). Rim101 se trasloca al nicleo y reprime la expresion de RIM8 (que codifica un inhibidor de la
protedlisis de Rim101), de SMP1 y de NRG1. Nrgl es represor algunos genes implicados en el crecimiento
en medio alcalino como ENAL.



Con el objetivo de identificar posibles dianas de Rim101, los mismos autores
realizan el analisis transcripcional de un mutante defectivo en RIM101 (Lamb and Mitchell
2003). De esta forma encuentran 17 genes cuya expresion se halla incrementada en el
mutante rim101 y 18 genes cuya expresion esta reprimida en el mismo mutante. Un
analisis mediante ensayos de immunoprecipitacion de cromatina demuestra que Rim101
se une in vivo a la secuencia consenso de union de PacC (5-TGCCAAG-3’) que se
encuentra en la mayoria de genes cuya expresion se incrementa en el mutante rim101.
Esto indica que Rim101 actda principalmente como represor de la expresiéon. Estos
mismos autores presentan evidencias de que Rim1l0l1 es capaz de reprimir la
transcripcién por medio de su union al complejo corepresor Tupl/Ssn6, mecanismo muy

comun de represién génica en S. cerevisiae.

Por otro lado las deleciones de NRG1 y SMP1, que codifican dos factores de
transcripcion que son reprimidos por Rim101, suprimen los diversos fenotipos del
mutante rim101. La mutacion smpl suprime el defecto de crecimiento invasivo que
presenta el mutante rim101 mientras que la delecion de NRGL1 elimina la sensibilidad del
mutante rim101 a pH alcalino y a altas concentraciones de iones litio y sodio. Nrgl regula
la expresion de al menos dos genes inducidos a pH alcalino: ZPS1 y ENAL. El papel de
Nrgl sobre ENA1 es crucial para permitir el crecimiento a pH alcalino. Nrgl regula
negativamente la expresion de ENAL, posiblemente a través de la union a dos sitios en
su promotor. Asi, la activacion de Rim101 mediada por pH alcalino inhibiria la
transcripcién de Nrgl y, dado que Nrgl actia como represor de ENAL, el efecto final de
Rim101 seria la activacion de la transcripcion de ENA1l lo que favoreceria la

supervivencia en estas condiciones.

Resumiendo, el modelo de Lamb y colaboradores propone que la via de
regulacién del pH PacC/Rim101 estd conservada entre S. cerevisiae y A. nidulans
aungue algunos de los aspectos de la via de sefalizacibn no son idénticos ya que,
mientras PacC actlla como activador de genes directamente involucrados en la
regulaciéon del pH extracelular, Rim101 es un represor de genes que, anulando la
transcripcion de determinados genes, permite el crecimiento de la levadura en estas

mismas condiciones.



2.2. Lavia de sefializacion de calcio/calcineurina

La calcineurina es una proteina fosfatasa activable por calcio muy conservada
evolutivamente. En mamiferos juega un papel crucial en procesos como el desarrollo del
musculo esquelético y cardiaco, la angiogénesis o0 en la activacion de las células T en la
respuesta immunitaria. Sin embargo, en el caso de S. cerevisiae, la activaciéon de dicha
fosfatasa es esencial para la adaptacién a diversas condiciones de estrés tales como la
presencia de altas concentraciones de iones Na', Li*, Mn?* o OH, la exposicion
prolongada a feromonas o cuando se producen dafios en pared celular. La activacion de
la calcineurina es un proceso regulado de forma muy precisa y una de sus consecuencias
es modular la transcripcion de ciertos genes cuyos productos participan en la

supervivencia celular (Cyert 2003).

2.2.1. La homeostasis del calcio.

El incremento de los niveles citoplasmaticos de calcio es la sefial para que tenga
lugar la activacion de la calcineurina. Este incremento tiene lugar como consecuencia de
diferentes tipos de estrés aunque los mecanismos que lo provocan son todavia poco
conocidos. Existen sistemas de transporte de calcio desde los compartimentos
intracelulares o desde el medio extracelular al citosol y viceversa. En ambos casos, se
hallan bajo un complejo sistema de regulacién que permite un control preciso de los

niveles intracelulares de este catién (Bonilla and Cunningham 2002).

Ante diversas circunstancias, como el choque hipoténico (Batiza et al. 1996), la
exposicion a feromonas (lida et al. 1994), la adicion al medio de glucosa (Tokes-Fuzesi et
al. 2002), o el estrés de reticulo endoplasmético provocado por el compuesto
tunicamicina, que inhibe la N-glicosilacion de proteinas en reticulo (Bonilla et al. 2002), se
produce un incremento en el importe de calcio extracelular al citoplasma mediante el
canal de calcio dependiente de voltaje de la membrana plasmatica compuesto por Cchly
su subunidad reguladora Midl (lida et al. 1994; Paidhungat and Garrett 1997). En otros
casos, tal y como sucede en respuesta a choque hipertdnico, parte del calcio es
transportado desde la vacuola a través del canal ionico Yvcl (Denis and Cyert 2002;
Palmer et al. 2001).



La liberacion de calcio al citoplasma implica la posterior redistribucion de este
cation en varios organulos celulares, en concreto la vacuola (en la cual se puede
almacenar hasta un 95 % de la totalidad del calcio intracelular), el reticulo
endoplasmatico y Golgi. Se conocen varios sistemas de transporte implicados en dicho
proceso. Pmrl es la bomba de calcio responsable del transporte hacia reticulo y Golgi
mientras que Pmcl, una ATPasa de alta afinidad por calcio necesaria para mantener
bajos los niveles de calcio citoplasmatico, y Vcx1, un intercambiador de Ca?/H*, son los
responsables de translocar este cation a vacuola (Cunningham and Fink 1994;
Cunningham and Fink 1996; Pozos et al. 1996; Rudolph et al. 1989).

2.2.2. Laviade lacalcineurina.

En respuesta al incremento de calcio citoplasmatico la Ser/Thr fosfatasa
calcineurina es activada mediante la union directa de calcio y calmodulina (Cyert et al.
1991). La calcineurina es un heterodimero formado por dos subunidades, una subunidad
reguladora codificada por el gen CNB1 y una subunidad catalitica que esté codificada por
los genes CNA1 y CNA2 (Cyert et al. 1991; Cyert and Thorner 1992; Kuno et al. 1991).
Su actividad puede ser bloqueada mediante la delecion de CNB1, la doble delecion de los
genes redundantes CNA1 y CNA2, o mediante la adicion en el medio de los inhibidores
FK506 o ciclosporina A (Kuno et al. 1991; Liu et al. 1991; Foor et al. 1992).

En su forma activada, calcineurina es capaz de desfosforilar el factor de
transcripcién tipo ‘dedos de zinc’ denominado Crz1/Tcnl/Hal8 (Stathopoulos and Cyert
1997; Matheos et al. 1997). Esta desfosforilacion provoca, presumiblemente, un cambio
en la estructura tridimensional de Crzl que expone los motivos NLS (de Nuclear
Localization Sequence) reconocidos por la importina Nmd5 a través de la cual tiene lugar
la translocalizacion de Crzl al nicleo (Polizotto and Cyert 2001). Una vez en el nucleo,
Crz1 se une de forma especifica a los promotores de determinados genes en zonas que
se han denominado CDRE (de Calcineurin Dependent Response Element) y cuya
secuencia consenso se ha determinado como: 5-GNGGC(G/T)-3' (Stathopoulos and
Cyert 1997; Yoshimoto et al. 2002).

La salida de Crz1 del nucleo esta mediada por la exportina Msn5 pero Unicamente
tiene lugar una vez Crzl esté fosforilado (Boustany and Cyert 2002). Hasta el momento



se ha determinado que Crzl es sustrato de tres quinasas, la casein quinasa de tipo |
Hrr25, la protein quinasa A dependiente de AMP ciclico PKA, y la quinasa dependiente

de ciclinas Pho85 (bajo regulacion por la ciclina Pho80) aunque podrian existir otras

quinasas relacionadas con la misma funcion (Kafadar and Cyert 2004; Kafadar et al.
2003; Sopko et al. 2006).
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Figura 3. Homeostasis de calcio y la via de la calcineurina. En la figura se esquematizan los principales
elementos implicados en el transporte de calcio: Cchl-Midl y Yvcl (implicados en incrementar el calcio
citoplasmatico) y Pmcl, Vcx1 y Pmrl (responsables de eliminar calcio de citoplasma) (ver 2.2.1. para una
descripcién mas amplia). Un aumento en la concentracion de calcio citoplasmatico activa la fosfatasa
calcineurina (formada por Cnbl y Cnal o Cna2). La calcineurina desfosforila el factor de transcripcion Crz1,
gue es transportado al ndcleo por la importina Nmd5 y activa una respuesta transcripcional especifica.
También se esquematiza el papel de la calcipresina Rcnl y la quinasa Mckl como reguladores de
calcineurina, el papel de las quinasas implicadas en la desfosforilacion de Crz1 (Pho80, PKA y Hrr25), asi
como la funcién de Msn5 en el exporte de Crz1 desde nucleo (detallado en 2.2.2.).



Probablemente, la activacion de calcineurina tiene como objetivo principal
desencadenar una respuesta transcripcional mediada en gran parte por Crz1. Estudios
mediante microarrays de DNA han permitido la identificacion de mas de 160 genes
inducidos de manera dependiente de la calcineurina por una elevada concentracion de
calcio o sodio. La respuesta de todos y cada uno de ellos es dependiente, al menos de
forma parcial, de Crz1 y la mayoria presentan en sus promotores motivos CDRE. Dichos

genes han sido clasificados en diferentes categorias funcionales (Yoshimoto et al. 2002).

Muchos de los genes dependientes de calcineurina son componentes de la
membrana plasmatica, estan involucrados en la sintesis y mantenimiento de la pared
celular o participan en el trafico vesicular, la sintesis de lipidos y la degradacién de
proteinas. Asi, en respuesta a estrés, la calcineurina media una respuesta transcripcional,
dirigida a preservar la pared celular y la funcién de la membrana, que implica una
remodelacién de la superficie celular en la que participan mecanismos de degradacion de
proteinas existentes y de transporte de nuevos componentes a la superficie celular. Por
otro lado, algunos de los genes dependientes de calcineurina codifican productos
involucrados en el transporte de iones y pequefias moléculas, por lo que posiblemente la
via de la calcineurina también estaria modulando algun aspecto en la homeostasis iGnica
de la célula. Entre estos genes cabe destacar ENA1 y PMCL1. Finalmente, la activacion de
calcineurina también estaria afectando la expresion de elementos centrales en varias vias
de sefalizacion celular asi como de elementos implicados en la propia via de
calcineurina. Todo ello sefiala hacia la existencia de mecanismos de retroalimentacion y
de conexion con otras vias de sefializacion. Dentro de este ultimo apartado se incluyen
los genes RCN1, que codifica un regulador de calcineurina, CMK2, una quinasa
dependiente de calcio/calmodulina, YPK1, un regulador de PKC, y varios factores de

transcripcion.

2.2.3. Otras dianas de calcineurina.

Sin embargo, Crz1 no es la Unica diana conocida de la calcineurina. Existen
dianas relacionadas con la via de la calcineurina como Vcx1, Cchl-Mid1l y Renl, y otras
involucradas en funciones diversas como Hsl1, Yapl, Hphl y los transportadores de

iones Pmaly Trk1/2.



La calcineurina inhibe, aunque no esta claro si de forma directa o indirecta, al
intercambiador de protdn/calcio vacuolar Vcx1. En un mutante defectivo en calcineurina,
Vcxl esta constitutivamente activo y esto permite eliminar el exceso de calcio
citoplasmatico explicando la resistencia de dicho mutante a altas concentraciones de
calcio extracelular (Cunningham and Fink 1996). También existen evidencias que
apuntan hacia una inhibicion directa del canal de calcio formado por Cchl1l-Midl por parte
de la fosfatasa, lo que constituiria un mecanismo de retroalimentacion negativa de la via
(Bonilla and Cunningham 2003).
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Figura 4. Efectores conocidos de calcineurina. Se muestran las dianas conocidas para la fosfatasa
calcineurina. Las flechas continuas indican que la relacion es directa, es decir que la proteina es sustrato de
la calcineurina, mientras que las discontinuas indican que se desconoce si la relacion es o no directa.
También se especifican las funciones que controla la calcineurina a través de dichas proteinas (ver
explicacién en 2.2.3.).

Por su parte Rcnl también es desfosforilado por calcineurina. Esta calcipresina,
conservada en mamiferos, es un activador de calcineurina cuando es fosforilada por la
quinasa Mckl pero se comporta como inhibidor de dicha fosfatasa en su estado no

fosforilado. Asi, cuando se da la activacion de la via de la calcineurina tiene lugar por un



lado la sobreexpresion de Rcnl, tal y como se ha mencionado anteriormente, y por otro
lado su desfosforilacion. Esto resulta en una acumulacion de la forma desfosforilada de
Rcnl, que actda como inhibidor de calcineurina, constituyendo un mecanismo adicional

de retroalimentacion negativa (Hilioti and Cunningham 2003).

Otros sustratos directos de calcineurina son Hsll y Yapl (Mizunuma et al. 2001,
Mizunuma et al. 1998; Yokoyama et al. 2006). Mediante su accién sobre ellos es capaz
de evitar, respectivamente, la inhibicién y la degradacién de Swel una quinasa que inhibe
la progresion de fase G2 a M en el ciclo celular. Ademas se conoce que la calcineurina
actia de forma positiva en la transcripcion de Swel (Mizunuma et al. 1998). De esta
manera la activaciéon de la calcineurina da lugar, mediante una triple estrategia, a la

activacion de Swel provocando el bloqueo del ciclo celular.

La proteina Hphl ha sido identificada como sustrato directo de la fosfatasa v,
aunque se desconoce su funcion, participa junto a Hph2 (la cual no interacciona ni es
fosforilada por calcineurina) en la resistencia a estrés mediada por calcineurina de un

modo independiente a Crz1 (Heath et al. 2004).

La calcineurina también parece implicada en la funcién de los transportadores de
alta afinidad de potasio Trk1 y Trk2 y posiblemente en la de Pmal, la bomba de protones
de membrana. Sin embargo no se conoce si los efectos sobre ellos son directos o

involucran elementos intermediarios (Mendoza et al. 1994; Withee et al. 1998).



2.3. El metabolismo de fosfato y de los metales hierro y cobre en S. cerevisiae.

Una de las conclusiones que se extraen de los resultados que se van a presentar
es la profunda alteracion que sufren los metabolismos del fosfato y de los metales hierro
y cobre a consecuencia de la alcalinizacion del medio. Por ello ofrecemos aqui una breve

descripcion de los mismos.

2.3.1. El metabolismo del fosfato.

El fosfato inorganico es un nutriente esencial para todos los organismos ya que es
necesario en procesos tan diversos como la sintesis de acidos nucleicos, fosfolipidos y
multiples metabolitos celulares (implicados en procesos de fosforilacion u obtencién de
energia). Es precisamente éste el motivo de que los procesos de obtencion,
almacenamiento e integracion metabolica de este compuesto, catalizados por diferentes
tipos de enzimas (fosfatasas, fosfodiesterasas, transportadores de fosfato, quinasas,
fosfatasas alcalinas y endofosfatasas), estén bajo un estricto sistema de regulacion

denominado regulén PHO.

2.3.1.1. Obtencidn de fosfato: sistemas de transporte y almacenamiento de fosfato.

Existen dos sistemas de captacion de fosfato del medio extracelular: uno de baja
afinidad y otro de alta afinidad. El sistema de baja afinidad se encuentra
constitutivamente activo, presenta una Km por fosfato inorganico de 1 mM y, aunque se
desconoce la proteina o proteinas implicadas, es el mayor responsable del importe de
este metabolito en condiciones basales, es decir, cuando el medio extracelular es rico en
fosfato (Tamai et al. 1985; Borst-Pauwels and Peters 1977). Cuando existe un déficit
extracelular de fosfato se activa el transporte de alta afinidad y se induce la transcripcion
de fosfatasas extracelulares que se encargan de liberar fosfato inorganico. El transporte
de alta afinidad es llevado a cabo gracias a la actividad de varias proteinas denominadas
Pho84, Pho87, Pho88, Pho89, Pho90 y Pho91 (Wykoff and O'Shea 2001). Pho84 es el
transportador que lleva a cabo la mayor parte del importe de fosfato en condiciones
limitantes mientras que el resto parece tener un papel mas superfluo. Del conjunto de

todos estos transportadores los estudiados con mas detalle son Pho84 y Pho89.



Pho84, que fue caracterizado genéticamente a principios de los noventa (Bun-ya
et al. 1991), constituye un sistema simporter en el cual el transporte de fosfato inorganico
se realiza de forma paralela al de protones con una estequiometria de 1 molécula de
fosfato en forma de anion monovalente (H,PO,) por cada 2 o 3 protones (Cockburn et al.
1975; Borst-Pauwels and Peters 1977). Cabe destacar que presenta una Km para fosfato
de 1-15 uM a pH 4.5.

El otro transportador importante en condiciones de bajo fosfato es Pho89. Se trata
de nuevo de un sistema simporter pero en este caso el fosfato es cotransportado con
cationes, preferiblemente iones sodio (Na*) (por cada molécula de fosfato se importan
también dos de sodio). La Km para fosfato de este transporte es de 0.5 uM aunque en
este caso el pH éptimo en que el transportador presenta su maxima actividad es pH 9.5

(Martinez and Persson 1998; Pattison-Granberg and Persson 2000).

La actividad de estos dos transportadores es muy dependiente del pH
extracelular. Pho84 es mas activo a pHs acidos y es practicamente inactivo a pHs
alcalinos, en los cuales Pho89 funciona de forma Optima. Gracias a las propiedades
cinéticas de estos dos transportadores de alta afinidad, la célula asegura la adquisicion
de fosfato en condiciones limitantes de forma independiente del grado de acidez o

alcalinidad del medio extracelular.

La célula también es capaz de obtener fosfato a partir de reservas intracelulares.
La mayor reserva de fosfato que posee la célula esta constituida por los polifosfatos. El
polifosfato es una molécula ubicua y comun para todos los organismos. Esta formada por
la unién mediante enlaces fosfo-anhidrido de alta energia de varias moléculas de
ortofosfato, desde 4 (polifosfatos solubles en condiciones acidas) hasta miles (insolubles)
(Rao et al. 1998). En S. cerevisiae esta molécula se localiza principalmente en la vacuola
aunque también en el nlcleo, otros organelos y espacios periplasmaticos (Persson et al.
2003).
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Figura 5. Elementos implicados en la obtencién de fosfato inorganico en S. cerevisiae. El transporte de
fosfato desde el medio extracelular estda mediado basicamente por el sistema de transporte de baja afinidad y
por los transportadores de alta afinidad Pho84 y Pho89 (se obvian en el esquema los otros transportadores
de alta afinidad menos importantes). Otra fuente de fosfato es la liberacion a partir de los polifosfatos por la
accion de exofosfatasas (Pho5, Pho11/12, Ppx1 y Pho8) y de la endofosfatasa Ppnl. Vtcl-4 estan implicados
en la regulacion de los polifosfatos aunque no se sabe cudal es su funcion especifica. Alternativamente, el
fosfato puede ser liberado a partir de otras moléculas. Por ejemplo, Hor2 permite obtener fosfato a partir de
glicerol-fosfato.

En condiciones de deficiencia de fosfato tiene lugar una rapida degradacion y
movilizacién del polifosfato celular (Persson et al. 2003). Las moléculas de polifosfato
sufren un corte en su extremo terminal que da lugar a la liberacion de fosfato inorganico.
Este corte es catalizado por exofosfatasas entre las que se encuentran las fosfatasas
acidas Phob5, Phol1/12 (localizadas en el espacio periplasmatico), Ppx1 (citosdlica) y la
fosfatasa alcalina Pho8 (vacuolar) (Toh-e A and Kakimoto 1975; Bostian et al. 1980; de
Steensma et al. 1989; Wurst et al. 1995; Kaneko et al. 1987). También es importante la

endofosfatasa Ppnl (situada en la membrana de la vacuola) que convierte las moléculas



de polifosfato de cadena larga en polifosfatos de cadena mas corta (de 3 o 60 fosfatos)
que a su vez pueden ser utilizadas por exofosfatasas con el objetivo de acelerar la
liberacion de fosfato inorganico (Kumble and Kornberg 1996; Ogawa et al. 2000). Es
preciso apuntar que tanto las fosfatasas acidas como la alcalina son capaces de
hidrolizar una amplia variedad de sustratos incluyendo acidos nucleicos, fosfoazucares,

fosfolipidos y fosfoproteinas.
Aunque se desconoce el papel exacto que tienen, existen otras proteinas
vacuolares denominadas Vtcl-4 que también estan involucradas en la sintesis, el

transporte al interior de la vacuola y/o el metabolismo del polifosfato (Ogawa et al. 2000).

2.3.1.3. El requlén PHO.

Como respuesta a déficit de fosfato la célula ha desarrollado un sofisticado
sistema de obtencion de este metabolito. Una de las estrategias que adopta consiste en
la expresion de ciertos genes que codifican proteinas implicadas en varios pasos del
metabolismo del fosfato como la captacion de fosfato del medio extracelular, la
degradacion de polifosfatos, la obtencion de fosfato inorganico a partir de moléculas
capaces de producirlo, asi como de muchas de las proteinas implicadas en la regulacion
de estos procesos. Al menos 22 genes relacionados con el metabolismo del fosfato
sufren desrepresion génica en condiciones de falta de fosfato (Ogawa et al. 2000 y

revisado en Oshima 1997; Persson et al. 1999; Persson et al. 2003).

El mecanismo responsable de esta respuesta transcripcional se denomina regulén
PHO y tiene como protagonistas a Pho85, una de las CDK (Cyclin Dependent Kinase) de
levaduras, a Pho80, la ciclina asociada a ella en la funcion relacionada con el
metabolismo de fosfato, a Pho81 el inhibidor del complejo Pho80/85 y a los factores de

transcripcion Pho4 y Pho2.

En condiciones 6ptimas de crecimiento en lo que respecta a fosfato, el complejo
Pho80-85 se encuentra activado lo que provoca la fosforilacion de Pho4 (Kaffman et al.
1994). En este estado Pho4 es capaz de unirse al complejo formado por la exportina
Msn5 y el homélogo de Ran llamado Gspl, y cuando esto ocurre el complejo es
transportado al citosol. Al llegar al citosol el complejo es disociado posiblemente por



accion de la GTPasa Rnal pero Pho4, que se encuentra fosforilado, no puede ser

transportado nuevamente al ndcleo (Kaffman et al. 1998a).
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Figura 6. EI Regulén PHO. El sistema de regulacidon en respuesta a déficit de fosfato es el regulén PHO.
Cuando hay déficit de fosfato Pho81 inhibe el complejo ciclina-quinasa Pho80/Pho85 y esto evita que el factor
de transcripcion Pho4 se fosforile. Pho4 no fosforilado activa la transcripcion de los genes implicados en la
captacion de fosfato como PHO84, PHO5 o HOR2. Cuando hay suficiente fosfato, Pho4 es fosforilado y esto
provoca su translocacion a citoplasma. Se muestran también los mecanismos de importe y exporte del ntcleo
de Pho4 (explicado en 2.3.1.3.)

Cuando la célula sufre limitacion de fosfato inorganico, Pho81 inhibe la funcion de
Pho80-85 (Schneider et al. 1994). De esta forma, Pho4 no esta fosforilado y puede
translocarse al nucleo mediante la accion de la B-importina Psel/Kap121 (Kaffman et al.
1998b). Sélo entonces Pho4 activa la expresién de ciertos genes mediante unién a
determinadas  regiones de sus promotores llamadas UAS (Upstream Activator
Sequences) y cuya secuencia consenso es 5-CACGTG/T-3’ (Oshima 1997; Ogawa et al.
2000). Algunos de los genes cuya expresion se induce de esta forma son los que
codifican las fosfatasas acidas (PHO5, PHO11/12), la fosfatasa alcalina (PHOS8), los
transportadores de alta afinidad (PHO84, PHO89), las proteinas Vtcl-4 implicadas en la



sintesis de polifosfatos, la glicerol fosfatasa (HOR2) o el propio PHO81 (mecanismo de

retroalimentacion positiva) (Ogawa et al. 2000).

Como la sefal de bajo fosfato es transmitida a Pho81 es todavia una incognita y
aunque la primera respuesta a esta sefial sea la movilizacion de polifosfato no existe
evidencia alguna de que exista una relacion entre los niveles de polifosfatos y la

regulacién de la via del fosfato.

2.3.2. Lahomeostasis de hierro y cobre en S. cerevisiae.

El hierro y el cobre son nutrientes esenciales para S. cerevisiae ya que participan
en procesos muy relevantes pero el exceso o la incorrecta distribucion de estos metales
puede resultar toxico. Dadas sus propiedades redox, la acumulacién de hierro y cobre
libres da lugar a la generacion de especies reactivas de oxigeno capaces de provocar
dafios a diferentes componentes celulares como lipidos, proteinas y DNA.

El hierro es extremadamente insoluble en presencia de oxigeno. Por ello, los
organismos que crecen en ambientes oxigenados (como suele suceder en el caso de S.
cerevisiae) han desarrollado un eficiente sistema de captacion y compartimentalizacion
de este metal. Ante escasez de hierro, los factores de transcripcion Aftl y 2 se activan y
se translocan al nucleo donde dan lugar a la expresion de un conjunto de genes
implicados en la captacion y almacenamiento de este metal (Yamaguchi-lwai et al. 2002).
La secuencia reconocida por estos activadores transcripcionales se denomina ‘elemento
de respuesta a hierro’ y se ha determinado experimentalmente como 5-CACCC-3’
(Rutherford et al. 2001; Yamaguchi-lwai et al. 1996). EI mecanismo por el cual Aftl y 2
detectan la falta de este metal es poco conocido. Existe la posibilidad de que Aftl una
directamente hierro y la falta del metal active la translocacién al nucleo tal y como se ha

descrito para organismos procariotas (Andrews et al. 2003).

Los genes inducidos por falta de hierro mas relevantes se describen a
continuacion y estan implicados en la captacién y metabolismo de este metal. El hierro
libre es captado a nivel de la superficie celular a través de sistemas de transporte de baja
y alta afinidad. Se trata del transportador Fet4 y del complejo formado por el
transportador Ftrl y la ferroxidasa Fet3, respectivamente (Stearman et al. 1996; Dix et al.



1994). Fet3 requiere cobre como cofactor, metal que es secuestrado por Atxl y
transferido a Fet3 mediante Ccc2 (Lin et al. 1997; Yamaguchi-lwai et al. 1996; Yuan et al.
1995). Por ello, la captacion de hierro estd comprometida cuando el cobre es escaso (he
aqui la estrecha relacion que existe entre los metabolismos de ambos metales). Dado
que la mayor parte del hierro extracelular se halla en forma oxidada (hierro férrico, Fe®*") y
por lo tanto insoluble, es necesario el papel de varias reductasas. La reduccién a hierro
ferroso (Fe?") es llevada a cabo por dos flavocitocromos denominados Frel y Fre2 y ello
permite que sea transportado mediante el sistema de alta afinidad (Georgatsou and
Alexandraki 1994). El hierro también puede ser captado en forma de sideréforos, que son
pequefias moléculas que quelan hierro. Aunque S. cerevisiae no sintetiza sus propios
sideréforos, si puede utilizar los de otros organismos. La familia de transportadores Arnl-
4 son los responsables de mediar la captacion de sideré6foros (Yun et al. 2000).
Alternativamente, el hierro de los sideréforos puede ser reducido por Frel-4 y
transportado por el sistema de transporte de alta afinidad previamente descrito (Yun et al.
2000). También intervienen en la captacion de hierro un grupo de manoproteinas de la
pared celular denominadas Fitl-3 que secuestran siderdforos reteniéndolos en la pared
(Protchenko et al. 2001).

Otros elementos relacionados con el metabolismo de hierro también se regulan
transcripcionalmente mediante el mismo mecanismo. Se incluyen aqui genes que
codifican sistemas de transporte a vacuola como Fet5, Fthl y Smf3, un transportador
mitocondrial llamado Mrs4 y las proteinas Isul e Isu2 implicadas en la sintesis de centros
hierro-azufre (Foury and Roganti 2002; Portnoy et al. 2002; Portnoy et al. 2000; Garland
et al. 1999; Schilke et al. 1999; Urbanowski and Piper 1999).

En el caso del cobre los mecanismos de regulacion de los niveles del metal
actian a nivel transcripcional, como en el caso del hierro, pero también a nivel post-
transcripcional (Ooi et al. 1996). En S. cerevisiae se han descrito dos factores de
transcripcion implicados en la homeostasis de cobre: Macl, que se activa en respuesta a
limitacion de cobre y Acel que lo hace en el caso opuesto. En ambos casos el cobre es
quien directamente regula la actividad de dichos factores de transcripcidon. La unién de
cobre a Macl impide la interaccion con el DNA mientras que Acel se activa y puede

reconocer sus dianas génicas exclusivamente cuando tiene unido este metal.
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Figura 7. Metabolismo del hierro y el cobre. Se muestran los principales transportadores de hierro y cobre
implicados en el importe y compartimentalizacion de dichos metales, asi como los factores de transcripcion
activados en respuesta a déficit de hierro (Aftl) o cobre (Macl). En el texto se explica con detalle la
regulacion de la homeostasis de dichos metales.

Cuando existe déficit de cobre Macl activa la expresion de CTR1 y CTR3 que
codifican transportadores de alta afinidad para este metal (Labbe et al. 1997; Yamaguchi-
Ilwai et al. 1997). Hay que senalar que Ctr3 es menos importante en el transporte de
cobre que Ctrl. El factor de transcripcion Macl también regula la expresion de la
reductasa de hierro y cobre de la membrana plasmatica Frel y de la reductasa Fre7

(cuya localizacion celular es desconocida) (Georgatsou et al. 1997; Martins et al. 1998).




Por otro lado, cuando la célula se encuentra con elevados niveles de cobre la
expresion inducida por Acel de CUP1, principalmente, CRS5 y SOD1 favorece la
resistencia a cobre (Thiele 1988; Liu and Culotta 1994; Gralla et al. 1991). CUP1 y CRS5
codifican metalotioneinas que secuestran cobre mientras que SOD1 codifica la
superdxido dismutasa dependiente de cobre implicada en procesos de resistencia a

estrés oxidativo.

2.3.3. El estrés oxidativo en Saccharomyces cerevisiae.

El oxigeno es una molécula potencialmente peligrosa ya que puede ser
parcialmente reducida generando ROS (Reactive Oxygen Species) capaces de dafiar
DNA, lipidos y proteinas (Costa and Moradas-Ferreira 2001). Entre las ROS, el radical
hidroxilo (HO™-) es la mas peligrosa. Aunque no son ROS propiamente dichos, también se
incluyen en este grupo el peréxido de hidrégeno (H,O,) y el anién superédxido (Oy)
(Jamieson 1998). Las ROS son generadas endégenamente a consecuencia de procesos
metabdlicos como la respiracion mitocondrial. También se generan ROS por exposién a
radiacion ionizante, a agentes quimicos que ciclan entre diferentes estados redox o a
metales como hierro y cobre (Costa and Moradas-Ferreira 2001). Dada la naturaleza de
las ROS, todos los organismos han desarrollado sistemas de defensa contra la oxidacion.
S. cerevisiae posee sistemas de defensa enziméticos y no enzimaticos (revisado en
Jamieson 1998).

Entre los sistemas no enzimaticos el mas destacable es el glutation (GSH), un
tripéptido y-L-glutamil-L-cistinilglicina que posee un grupo sulfidrilo que reacciona con
oxidantes y se convierte en glutatién reducido (GSSG). Las proteinas implicadas en la
sintesis de glutatibn son Gshl y Gsh2. La tioredoxina (codificada por TRX1-2) y la
glutaredoxina (GRX1-2) son pequefias proteinas que pueden ser utilizadas como
reductores en reacciones catalizadas por peroxidasas. Otra forma de proteccién, o0 mas
bien prevencién, frente a estrés oxidativo es la presencia de metalotioneinas (que

secuestran metales) o la correcta homeostasis de metales (evita el exceso de metales).

Varios son los enzimas que intervienen en la defensa contra oxidacion: las
superdxido dismutasas (SOD1 y SOD2) que transforman O, en H,O, y O,, la catalasa

(codificada por CTA1 y CTT1) capaz de convertir H,O, en H,O y O,, las glutatién



reductasa (GLR1) y glutation peroxidasa, las tioredoxina reductasa (Trrl) y tioredoxina
peroxidasa y enzimas como Zwfl, Tkll y Rpel implicadas en la sintesis de NADPH,

necesario en las reacciones de reduccion mediadas por reductasas.

La respuesta a estrés oxidativo se regula a nivel transcripcional (Moye-Rowley
2003; Ikner and Shiozaki 2005). En el caso de S. cerevisiae el factor de transcripcion del
tipo ‘dedos de zinc’ Yapl es el responsable de activar la expresion de genes relacionados
con la respuesta a este estrés, como TRX2, TRR1, GLR1 o GSH1. El mecanismo de
activacion de Yapl se basa en una translocacién al nicleo debida a un cambio de
conformacion producido por reduccion de dos cisteinas, que forman un puente disulfuro,
dando lugar a la exposicién de motivos NLS (Nuclear Localization Sequence). Al parecer
Yapl coopera con otro factor de transcripcién denominado Skn7 en la regulacion de la
expresion génica tras estrés oxidativo. Se ha determinado que genes como TRR1y TRX2
se hallan bajo el control dual de ambos factores de transcripcion, mientras que otros
como GLR1 y GSH1 sdlo son dependientes de Yapl. El estrés oxidativo también provoca
la activacion de los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 implicados en mecanismos

generales de estrés.



2.4. La pared celular de Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son hongos unicelulares que viven en entornos muy diversos. En
este escenario la pared extracelular actlla como primera barrera de proteccién frente a
dafios causados por agentes externos. Su correcta funcién determina la supervivencia de
este organismo, y es por ello que tanto su construccién como su remodelacién estan
finamente reguladas por la via de integridad de la pared celular, también denominada via
CWI, por Cell Wall Integrity.

2.4.1. Funciones y composicion de la pared celular.

La pared celular de la levadura tiene cuatro funciones principales: permite la
estabilizacion de las condiciones osmoticas internas (evita que un exceso de agua entre o
salga de la célula a favor de gradiente, impidiendo asi la perturbacion de las condiciones
internas y la ruptura de la membrana plasmética), confiere proteccién frente a estrés
fisico (debido a su considerable resistencia mecanica y su gran elasticidad), regula el
tamafo y la forma celular y, por ultimo, sirve como sitio de anclaje de proteinas (Klis et al.
2006).

Esta estructura celular puede llegar a constituir entre el 10 y el 25 % del peso seco
celular y, dada su importante funcién, S. cerevisiae invierte gran parte de su energia
metabdlica en su construccion y remodelacion. La pared esta compuesta por dos capas,
una interior formada por una red de polisacaridos, que sirve como esqueleto de la capa
exterior constituida basicamente por proteinas manosiladas que estan en contacto con el
exterior celular (Lipke and Ovalle 1998; Klis et al. 2002).

La zona o capa interior est4 formada por polimeros de glucanos y quitina. De
hecho existe una estructura principal compuesta por 1,3-B-glucanos (moléculas
compuestas por unos 1500 mondmeros de glucosa) unidos por enlaces del tipo puente
de hidrégeno que construyen una red tridimensional dotada de gran elasticidad (Manners
et al. 1973a; Klis et al. 2002). En la cara exterior de la red de 1,3-B-glucanos se
encuentran unidas cadenas muy ramificadas, y por lo tanto muy hidrosolubles, de 1,6-p-

glucanos (compuestas por aproximadamente 130 mondmeros de glucosa) (Manners et al.



1973b). En la cara interna de esta misma red, aunque solo en situaciones de estrés, o en
la zona de formacion de la gema después de la citoquinesis, la estructura de la pared se
halla reforzada mediante la union de moléculas de quitina (formadas por unos 190

residuos de N-acetilglucosamida) (Manners et al. 1973b; Roberts et al. 1983).
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La capa externa de la pared estd formada por proteinas altamente glicosiladas.
Existen dos categorias de proteinas de la pared: las denominadas proteinas
glicosilfosfatoinositol (GPI), que son las mayoritarias, y se unen a la estructura de
polisacéridos a través de las moléculas de 1,6-B-glucanos y las denominadas proteinas
Pir que se hallan unidas directamente a 1,3-f-glucanos mediante un enlace de naturaleza
desconocida altamente sensible a agentes alcalinos. Todas estas proteinas estan
implicadas en diversas funciones entre las que se encuentran la adhesion celular (Flol,
5, 9-11, Sagl, Agal-2, Fig2), el crecimiento (Spol, Sedl, Spil, Danl, 4, Tipl, Tirl-4,
Pir1l-4), el procesamiento de la propia pared (Crhl, Crrl, Bgl2, Cwpl, Pirl-4, Egt2, Pry3,
Ctsl, Dse2y 4, Scwll) o el metabolismo (Tip1, Fit1-3) (Klis et al. 2002).



2.4.2. Via de laintegridad de la pared celular.

La pared celular debe ser una estructura muy dinamica pues la levadura suele
padecer de forma continua cambios morfolégicos tanto en respuesta a variaciones en las
condiciones externas como debido a la dinamica de su ciclo vital. La via de la integridad
de la pared celular (CWI) permite y modula dichos cambios. Dicha via esta formada por
una familia de sensores, transductores y efectores de la sefial que regulan la expresion
de genes y/o la funcién de proteinas de forma especializada dependiendo del estimulo

gue la active y la accion requerida.

Tipicamente los estreses que activan la via CWI son la exposicidon a elevadas
temperaturas (que provoca un incremento en la presion interna sobre la pared debido a
acumulacion de trehalosa) y los agentes que dafian directamente la pared como el
antagonista de quitina blanco de calcofltor, el colorante rojo congo (que se une a varios
polisacéaridos, especialmente quitina y celulosa, y tiene un efecto parecido al del blanco
de calcofltor), la acciéon enzimética de la zimoliasa (que directamente causa la lisis de la
pared) o la cafeina (aunque en este Ultimo caso no se conoce demasiado bien el
mecanismo de accion) (Kamada et al. 1995; Manners et al. 1973b; Zarzov et al. 1996;
Neves and Francois 1992; De Nobel et al. 2000; Ketela et al. 1999; Jung et al. 2002;
Kopecka and Gabriel 1992; Roncero and Duran 1985; Martin et al. 2000). El tratamiento
con rapamicina, que despolariza el citosqueleto de actina, o con el antagonista de actina
latrunculina B también dan lugar a la activacion de la via, aunque es incierta la
implicacién de los sensores en esta respuesta (Torres et al. 2002; Krause and Gray 2002;
Harrison et al. 2001). Otros tipos de circunstancias como la presencia de feromonas, el
estrés hipotoénico, el estrés oxidativo y el estrés fisico sobre la membrana plasmatica
también desencadenan una respuesta relacionada con la via CWI, aunque los
mecanismos implicados permanecen oscuros (Davenport et al. 1995; Kamada et al. 1995;
Buehrer and Errede 1997; Errede et al. 1995; Zarzov et al. 1996; Alic et al. 2004).

La activacion de la via de integridad de la pared celular suele estar a cargo de los
sensores localizados en la membrana plasmatica. Se ha identificado una familia de cinco
sensores que incluye las proteinas Wscl, Wsc2, Wsc3, Mid2 y Mtll (Gray et al. 1997,
Jacoby et al. 1998; Verna et al. 1997; Ketela et al. 1999; Rajavel et al. 1999). Todos ellos
son similares en el sentido de que poseen un dominio carboxi-terminal citoplasmatico, un

Unico dominio transmembrana y un ectodominio periplasmatico muy rico en residuos



Ser/Thr que se encuentra altamente O-manosilado. Se ha propuesto que funcionan como
mecanosensores aunque no existen evidencias directas que lo demuestren. Como hecho
distintivo, Wscl, 2 y 3 poseen una region caracteristica en el dominio extracelular rica en
Cys denominada regiéon WSC que no se encuentra ni en Mid2 ni en Mtll. Las tres
proteinas Wsc tienen gran similitud de secuencia entre ellas mientras que Mid2 posee
una identidad del 50 % con Mtl1 (Vay et al. 2004; Verna et al. 1997; Ketela et al. 1999;
Rajavel et al. 1999). Los datos experimentales apuntan a Wscl y Mid2 como los sensores

mAas importantes.
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Figura 9. La via de la integridad de la pared cellular (CWI). Los sensores de membrana Wscl1-3, Mid2 y
Mtl1 detectan dafios en la pared celular y lo sefializan a través de Rom2 (GEF de Rhol) y la proteina G
Rhol. Rhol activa a la proteina quinasa C (Pkcl) que a su vez activa el médulo MAPK formado por Bckl,
Mkk1/2 y Slt2. Slt2 fosforila y activa los factores de transcripcion RIm1 y Swi4/Swi6 provocando una
respuesta transcripcional. En el esquema se muestran otras funciones de Rhol y Pkcl.



El elemento de regulacion central en la via es la proteina denominada Rhol. Se
trata de una proteina G pequefia y como tal cicla entre estado activo (cuando une GTP) y
el estado inactivo (une GDP). Para pasar de uno a otro requiere la accion de GEFs
(Guanoside nucleotide Exchange Factors) que la convierten a su forma activa y de GAPs
(GTPase Activating Proteins) que la inactivan. Entre las GEFs de Rhol se han
identificado Rom2, Rom1 y Tusl mientras que Bem2, Sac7, Bag7 y Lrgl son sus GAPs
(Cid et al. 1998; Martin et al. 2000; Peterson et al. 1994; Schmidt et al. 2002; Schmelzle
et al. 2002; Ozaki et al. 1996). Rom2, y presumiblemente Roml, se une a zonas
especificas del dominio citoplasmatico de los sensores permitiendo la activacién de Rhol
(Philip and Levin 2001). Una vez activa, esta proteina G actla sobre diferentes dianas:
activando la proteina quinasa C de S. cerevisiae (Pkcl), promoviendo la actividad 1,3-f-
glucano sintasa (llevada a cabo por las subunidades cataliticas Fksl y Fks2),
participando en la regulacion del citosqueleto (activando las forminas Bnil y Bnrl) y
jugando un papel en la secrecion polarizada (mediante su funcién sobre el elemento del
complejo exocitico Sec3) (Cabib et al. 1998; Levin 2005).

En relacion a los efectores de Rhol, la via mas estudiada ha sido la via de
Pkcl1/SIt2. Se trata de una de las cinco vias de MAPKs (Mitogen Activated Protein
Kinase) de S. cerevisiae. Actia a modo de cascada de sefializacion, un mecanismo
extremadamente eficiente de amplificacion de sefal, de respuesta rapida y capaz de
discriminar estimulos poco intensos (ruido) o demasiado duraderos. Se trata de una via
lineal constituida por la quinasa Pkcl y el médulo MAPK formado por la MAP quinasa
guinasa quinasa (MEKK) Bck1, las MAP quinasas quinasas (MEK) redundantes Mkk1y 2,
y la MAP quinasa (MAPK) Slt2 (Levin et al. 1990; Costigan et al. 1992; Lee and Levin
1992; Irie et al. 1993; Lee et al. 1993; Martin et al. 1993).

Al inicio de la activacion de la via Pkc1/Slt2, Pkcl se asocia a Rhol-GTP (activa) y
esto permite que pueda ser estimulada por fosfatidilserina (pero no por otros cofactores
como diacilglicerol o calcio, que convencionalmente activan PKCs en otros organismos)
(Kamada et al. 1996; Nonaka et al. 1995). Aunque la activacion del médulo MAPK (Bck1-
Mkk1,2-Slt2) es el papel mas estudiado de Pkcl, esta quinasa también actia sobre otros
sustratos. Esta conclusion se extrae del hecho que la delecion de Pkcl es letal, a
diferencia de la delecién de cualquiera de las otras quinasas de la via o de la doble
delecion mkkl mkk2, que unicamente provoca deficiencias de crecimiento a elevadas

temperaturas o bajo estrés de pared. Tanto la letalidad de pkcl como la sensibilidad de



los mutantes en los elementos del médulo MAPK son remediables por estabilizacion

osmética del medio, por ejemplo en presencia de 1 M sorbitol (Lee and Levin 1992).

939 1119 1134
, Thr

Pkcl fosforila Bckl en varios residuos (Ser , 'Y Ser—") en una zona
situada entre su centro catalitico y el dominio regulador (Levin et al. 1994). A su vez,
Bckl activa a Mkkl y 2 mediante fosforilacion y éstas reconocen el motivo tipico de
y Tyr

1993; Kamada et al. 1995; Paravicini and Friedli 1996). Estas tres quinasas difieren en su
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MAPK T-X-Y en Slt2 y la fosforilan de forma dual en los residuos Thr (Irie et al.
localizacién en ausencia de estrés ya que Bckl y las Mkkl y 2 se encuentran en
citoplasma mientras que Slt2 tiene localizacién nuclear. Sin embargo, en caso de estrés
de pared tanto SIt2 como Mkk1 y 2 se distribuyen en las zonas de crecimiento polarizado,
cosa que no se ha podido demostrar en el caso de Bckl (Kamada et al. 1995; van
Drogen and Peter 2002).

La desfosforilacion y por tanto inactivacion de Slt2 es catalizada por al menos
cuatro fosfatasas. Msg5 es una fosfatasa de especificidad dual que también tiene la
capacidad de inactivar a Fus3, la MAPK de la via de respuesta a feromonas (Doi et al.
1994; Flandez et al. 2004). Otras fosfatasas que también actian sobre Slt2 son Ptp2 y
Ptp3, tirosina fosfatasas que desfosforilan Fus3 y Hogl, la MAPK de respuesta a alta
osmolaridad (Mattison et al. 1999). Por ultimo encontramos Sdpl, una serina treonina
fosfatasa como Msg5 pero que parece actuar de forma especifica sobre Slt2 (Collister et
al. 2002).

Los principales sustratos conocidos de Slt2 se encuentran en el nlcleo. Se trata
de RIm1 y el complejo SBF formado por Swi4 y Swi6. RIm1 es el factor de transcripcion
responsable de la mayor parte de la respuesta transcripcional generada por la via CWI
(Watanabe et al. 1997; Jung and Levin 1999; Garcia et al. 2004). Este factor de
transcripcion puede funcionar como activador o como inhibidor de la expresion
dependiendo de los genes sobre los que actle. Actia mediante unién a motivos 5'-
CTA(A/T)4,TAG-3' presentes en los promotores de ciertos genes, la mayoria de los cuales
estan implicados en la biogénesis de la pared celular (Dodou and Treisman 1997; Jung et
al. 2002). Por otro lado, se ha descrito que el complejo transcripcional SBF (Swid/Swi6
dependent cycle box), capaz de unirse a secuencias CACGAAA durante la fase G1 del

ciclo celular y regular la transicion de G1 a S y la morfogénesis celular, también posee



una funcion dependiente de su fosforilacién por SlIt2 en respuesta a estrés de pared
(Baetz et al. 2001; Madden et al. 1997).

El defecto de crecimiento de un mutante swi4 rIm1 no es tan severo como el que
tiene el mutante simple slt2, cosa que, junto al hecho de que Slt2 se translogue a
citoplasma en situaciones de estrés de pared, concuerda con la existencia de dianas de
esta MAPK extranucleares (Levin 2005). Algunas de ellas han sido identificadas: el canal
de calcio formado por Cchl y Midl, la fosfatasas Msg5 y la tirosina fosfatasa Mihl. La
relacién entre Cch1-Midl y Slt2 no esta todavia demasiado clara. Se ha demostrado que
el correcto funcionamiento de este canal depende de Slt2 en respuesta a estrés de
reticulo lo que sugiere una interaccién entre la via CWI y la de la calcineurina (Bonilla and
Cunningham 2003). El papel de Slt2 sobre la fosfatasa Msg5 constituye un excelente
mecanismo de potenciaciéon de la sefal (retroalimentacién positiva) de forma que Slt2
fosforila Msgb y esto provoca una disminuciéon en la afinidad de unién de ambas
proteinas (Flandez et al. 2004). Por otro lado, aunque no se sabe si directa o
indirectamente, Slt2 regula de forma negativa la fosfatasa Mih1 y esto provoca que Mihl
no active Cdc28 produciéndose una parada de ciclo celular entre G2 y M (Harrison et al.
2001).



3. RESULTADOS Y DISCUSION




3.1. Andlisis de la respuesta transcripcional de S. cerevisiae a pH alcalino.

Al iniciar nuestros estudios sobre la respuesta de S. cerevisiae a estrés alcalino
s6lo se habian descrito algunas mutaciones (sobre todo de genes relacionados con la
ATPasa vacuolar) que daban lugar a sensibilidad a pH alcalino y la existencia de algunos
genes, como ENA1, SHC1 y SCY1, cuya expresion variaba en condiciones alcalinas.
Estas Ultimas observaciones indicaban que el estrés alcalino era capaz de madificar la
expresion génica, por lo que nos propusimos a realizar un analisis a gran escala para

caracterizar exhaustivamente la respuesta transcripcional a este tipo de estrés.

Para ello realizamos un andlisis mediante microarrays de DNA del perfil
transcripcional de células sometidas a un estrés alcalino suave, que ni siquiera producia
un retraso significativo de ciclo celular (no mostrado). Asi, células de la cepa salvaje
DBY746 fueron expuestas a pH 7.6 durante 5, 25 y 45 min y comparadas con células de
la misma cepa mantenidas a pH 6.4. Los resultados indicaron que 150 genes
incrementaban su expresién al menos dos veces en alguno de los tiempos analizados

mientras que la expresion de 232 era reprimida un tercio o0 mas.

Los genes inducidos se clasificaron en familias funcionales y nos referimos a ellos
como tempranos (E; Early) si su maxima induccion tenia lugar a los 5 min, intermedios (I;
Intermediate) si tenia lugar a los 25 min y tardios (L; Late) si la tenia a 45 min (tabla 1).
Nuestros resultados indicaban que la respuesta a pH alcalino de algunos genes era
rapida, pudiendo ser duradera o transitoria, y la de otros tardia. Un tercio de los genes

tenian su pico maximo de induccion a los 5 min, sugiriendo una respuesta muy rapida.

Nuestros datos indicaban que la exposicion a pH alcalino implica parcialmente una
respuesta que recuerda a la producida en respuesta a estrés general ya que, entre los
genes inducidos, aparecian 28 que se pueden clasificar como miembros de la respuesta
a estrés general (CER, Common Stress Response) o de la respuesta a estrés
medioambiental (ESR, Environmental Stress Response) (Gasch et al. 2000; Causton et
al. 2001). Ademés, también eran inducidos por estrés alcalino un nimero considerable de
genes implicados en la transcripcion y el procesamiento de RNA. Sin embargo, la
respuesta a pH alcalino también implicaba respuestas mas especificas. Este es el

caso de larespuesta de genes relacionados con el metabolismo del fosfato como
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Gene

-Fold

Time

Function

| ORF Gene -Fold Time Function

Carbohydrate Metabolism / Energy

YOR374W
YPLO61W
YORO095C
YELO71W
YIL162W
YDR178W
YCRO005C

Phosphate transport / metabolism

YBR296C
YHR215W
YML123C
YJLoizC
YPLO19C

ALD4
ALD6
RKI1

DLD3
suc2
SDH4
CIT2

PHO89
PHO12
PHO84
VTC4
VTC3

Other metabolism

YLR303W
YKLOO1C
YGLO37C
YML106W
YPLO57C
YLRO56W
YOL165C
YCR107W
YFLO56C

MET17
MET14
PNC1
URA5
SUR1
ERG3
AAD15
AAD3
AADG6

6.8
5.0 (%)
3.3
3.9(%)
4.6
2.4
41

3.2
2.2
12.7
29
22

22
4.2
2.3
5.0
22
21
2.8
25
25

—_———_—rr——m=- -

Mitochondrial aldehyde dehydrogenase

Acetaldehyde dehydrogenase

Ribose-5-phosphate ketol-isomerase
D-lactate dehydrogenase

Sucrose utilization
Subunit succinate dehydrogenase complex

Peroxisomal citrate synthase

High-affinity Na+-phosphate symporter
Inducible, secreted acid phosphatase
H+/phosphate permease

Putative polyphosphate synthetase
Putative polyphosphate synthetase

Methionine biosynthesis

Sulfate assimilation

Pyridine nucleotide cycle
Pyrimidine biosynthesis

Sphingolipid metabolism
Sterol metabolism

Hypothetical aryl-alcohol dehydrogenase
Putative aryl-alcohol dehydrogenase
Probable aryl alcohol dehydrogenase

lon transport & homeostasis / Other transports

YBR158W
YLR214W
YOR382W
YPL135W
YELO65W
YHL040C
YHLO47C
YMRO58W
YPR124W
YDRO038C
YDR040C
YCRO11C
YDRO11W
YGLO77C
YGR121C
YHR092C
YIL170W

CST13
FRE1
FIT2
Isul
ARN3
ARN1
ARN2
FET3
CTR1
ENAS
ENAL
ADP1
SNQ2
HNM1
MEP1
HXT4
HXT12

4.2
7.4
6.6
23
5.4
2.4
3.9
26
25
25
2.0
21
3.1
2.2
2.0
23
27

Transcription & RNA processing

YBR112C
YBR154C
YCLOG66W
YJRO63W
YKRO25W
YPR110C
YLR136C
YDR395W
YHR170W
YKLOOSW
YOL123W
YDRO83W
YHR169W
YJL11eC
YDR087C
YJLO33W
YOL142W
YDLO51W

Ccycs
RPB5
HMLO1
RPA12
RPC37
RPC40
TIS11
SXM1
NMD3
MRT4
HRP1
RRP8
DBP8
NCA3
RRP1
HCA4
RRP40
LHP1

Stress response

YMR174C
YJR104C
YKRO066C
YCR021C
YDR513W
YDR353W
YBR111C
YMR175W

PAI3
SOD1
CCP1
HSP30
GRX2
TRR1
YSA1
SIP18

29
7.2
23
21
2.0
23
4.6
23
22
2.6
2.0
29
21
9.7
3.8
35
22
23

45
2.1
26
2.0
23

4.6 (%)
2.1
2.1

mmmMm——MM—r~ == — —

Cu2+ ion homeostasis (putative

Iron and copper homeostasis
Possibly involved in iron uptake
Iron homoestasis

Ferrioxamine B permease

Transport of ferrichromes.
Triacetylfusarinine C transporter
Cell surface ferroxidase

Required for high-affinity uptake of copper
Na(+) ATPase

Na(+) ATPase

Putative ATP-dependent permease
Putative ATP-dependent permease

Choline permease
Ammonia permease

Moderate- to low-affinity hexose transporter
Hexose transporter

General repressor
Shared subunit of RNA pol. I. II. Il

Activates alpha-specific genes

RNA polymerase | subunit

RNA polymerase Il 37 kDa subunit
Shared subunit of RNA pol. | and Il
Pol Il transcription

mRNA export. nuclear protein targeting
mRNA decay

mRNA decay

Nuclear polyA RNA-binding protein
Ribosomal RNA processing

RNA helicase

RNA processing/modification

rRNA processing

rRNA processing

rRNA processing

tRNA processing

Osmotic stress response

Copper-zinc superoxide dismutase
Cytochrome-c peroxidase

Heat shock protein

Glutaredoxin

Thioredoxin reductase

Nucleoside diphosphate-sugar hydrolase
Induced by osmotic stress

Protein degradation / synthesis / modification

YERO12W PRE1 2.1 | 20S proteasome subunit C11(beta4)
YGR135W  PRE9 2.2 | 20S proteasome subunit Y13 (alpha3)
YLR120C YPS1 2.7 E GPl-anchored aspartyl protease
YPL154C PEP4 21 E Vacuolar aspartyl protease
YDRO37W KRS1 2.2 | tRna synthetase. lysyl
YDRO41W RSM10 2.0 E Mitochondrial ribosomal small subunit
YDR418W  RPL12B 2.2 (%) | Ribosomal protein L12B
YNLOO2C RLP7 2.0 | Similarity to ribosomal proteins
YOL127W RPL25 3.7 L Ribosomal protein L25
YMRO60C TOM37 3.1 L Outer membrane translocase
YBR110OW  ALG1 53 | Beta-1.4-mannosyltransferase
YBR205W  KTR3 3.0 | Putative alpha-1.2-mannosyltransferase
YMR101C SRT1 2.0 L Cis-prenytransferase (putative)

Other
YALO59W ECM1 2.0 | Cell wall biogenesis
YGRO008C STF2 2.3 E Cell wall maintenance
YKLO96W CWP1 2.2 E Mannoprotein of the cell wall
YBR160W  CDC28 24 | Cyclin-dependent protein kinase
YNL307C MCK1 2.2 E Member of the GSK-3 family of protein kinases
YOR242C SSP2 3.7 L Sporulation
YCRO52W RSC6 2.9 | Chromatin remodeling complex subunit
YCR009C RVS161 2.1 | Actin-binding protein
YBR179C FzO1 3.4 E Mitochondrial membrane GTPase
YIRO12W SQT1 25 | Ribosome biogenesis. putative
YNLO36W  NCE103 7.6 E Secretion
YBR109C CMD1 2.8 | Calmodulin. Ca+ binding
YGRO023W MTL1 2.3 L Morphogenesis
YERO72W  VTC1 25 L Distribution of V-ATPase and others at

membranes
YKLO43W PHD1 3.1 E Transcription factor involved in filamentous
growth

Unknown

| ORF Gene -Fold _ Time | | ORF Gene  -Fold __ Time |
YALO49C 2.6 | YKL175W ZRT3 2.3 L
YALO53W 2.0 L YLR108C 23 |
YBL108W 3.2 L YLR186W 23 |
YBRO04C 2.2 E YLR205C 2.2 |
YBR207W FTH1 2.6 | YLR327C 5.2 E
YBR287W 3.7 E YLR405W 21 L
YCLO59C KRR1 23 | YLR414C 25 E
YCRO054C CTR86 3.0 | YMLO58C-A 2.1 L
YDLO46W 4.6 E YMLO59C 2.1 L
YDL167C ARP1 2.6 | YML128C MSC1 3.0 E
YDL213C 37 | YML131W 29 |
YDR161W TCI1 2.0 | YMRO31C 29 E
YDR370C 5.0 | YMR173W DDR48 5.4 |
YDR372C 27 | YMR173W-A 5.9 |
YDR516C 23 E YMR251W-A  HOR?7 9.2 E
YDR534C 25 L YMR304C-A 2.3 E
YER150W SPI1 2.7 E YMR316W DIA1 2.8 E
YGLO39W 2.0 | YMR318C 2.8 |
YGL183C 5.0 | YNLO13C 2.6 L
YGR187C HGH1 2.0 | YNL134C 2.7 |
YGR211W ZPR1 2.0 | YNL149C 2.3 |
YGR213C RTAL 34 E YNL208W 22 |
YGR243W 25 E YNL300W TOS6 22 L
YHLO21C 2.1 E YOL150C 3.0 |
YHRO52W 2.2 | YOL151W GRE2 4.1 |
YHRO87W 24 E YOR049C 3.7 E
YHR138C 2.6 E YOR161C 24 E
YJL171C 2.4 E YPL183C 2.3 L
YKLO71W 13.8 |

Tabla 1. Clasificaciéon en familias funcionales de los ORFs
cuya expresion se halla incrementada tras exposicion a
estrés alcalino moderado. Se listan todos los ORFs
sobreexpresados al menos dos veces en condiciones
alcalinas. Los nimeros indican el maximo nivel de expresion
obtenido. También se indica el tiempo donde se observa una
mayor respuesta: E (early o temprano) si su maxima respuesta
es a los 5 min, | (intermediate o intermedio) si es a los 25 min y
L (late o tardio) si es a los 45 min. Los asteriscos (*) indican que
la sefial de hibridacion estaba fuera del rango de deteccién. Los
genes en negrita corresponden con genes que responden a una
gran variedad de estreses.
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PHO84, PHO12, PHO89 o PHM2 o de genes implicados en la homeostasis de iones,
especialmente hierro y cobre, como FRE1, FIT2, FET3 o ARN1-3. Algunos de los
resultados obtenidos mediante arrays fueron recomprobados por northern blot (figura 1

del articulo 1).

Respecto a los genes reprimidos, cabe destacar que una gran parte de éstos esta
relacionada con la biosintesis de aminoacidos. También se reprimian la mayoria de los
genes relacionados con la sintesis de purinas, responsable de la generacién de novo de
AMP (tabla 2 y figura 1 del articulo 1).

Simultaneamente o con posterioridad a los experimentos descritos, se han
publicado varios analisis de la respuesta transcripcional a pH alcalino. En el primero de
ellos se analizaba el cambio en la transcripcidon génica de células sometidas a pH 8.0
durante 2 h (Lamb et al. 2001). De los 71 genes inducidos (al menos 2.1 veces) en estas
condiciones so6lo 14 estaban también presentes en nuestro estudio. Esta baja correlacion
puede ser debida a la naturaleza transitoria del incremento de los niveles de mRNA ya
gue Lamb y colaboradores analizaron la respuesta transcripcional a las 2 h después del
estimulo, y por lo tanto podemos suponer que no se detectaron los genes de respuesta
rapida y transitoria. De hecho, y exceptuando PHO89 y ENAL, los genes en comun

fueron clasificados como intermedios o tardios en nuestro estudio.

En otro trabajo del grupo de Young, en el que se evaluaban los cambios
transcripcionales ante diferentes condiciones ambientales, también se incluia un estudio
del estrés alcalino. En éste el cambio de pH era de 6.0 a 7.9 y se analizaba la respuesta
a los 10, 20, 40, 60, 80 y 100 min (Causton et al. 2001). En este caso se consideraron
inducidos un total de 676 genes (tres veces 0 mas), un nidmero muy superior al que
nosotros obtuvimos. La comparacion entre nuestros datos y los de Causton y
colaboradores nos permiti6 encontrar Unicamente 40 genes en comun. Las diferencias
entre ambos resultados pueden ser debidas a la diferente intensidad del estrés, pero
cabe destacar que en este trabajo se documentan valores de induccién anormalmente
elevados (de 270 veces en el caso de HSP12, por ejemplo) sugiriendo que se han podido

sobreestimar las pequefias diferencias de expresion debidas a error experimental.

Posteriormente, nuestro propio laboratorio llevé a cabo un nuevo estudio de la

respuesta transcripcional a pH alcalino, esta vez a partir de células expuestas a un pH
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mayor (8.0) durante 10, 20 y 45 min (Viladevall et al. 2004). En estas condiciones se
inducian un total de 266 genes, 46 de los cuales aparecian en el analisis en condiciones
de estrés alcalino suave. De todos los andlisis de la respuesta transcripcional a pH
alcalino, este ultimo es el méas similar al presentado aqui en cuanto a metodologia, tanto
respecto a la forma de provocar el estrés como a la cepa utilizada. Llama poderosamente
la atencion que las categorias de genes relacionados con el metabolismo de
carbohidratos y la obtencién de energia por un lado, y la de genes relacionados con
estrés por otro, estén significativamente mas representadas en este Ultimo trabajo en el

que las condiciones de estrés eran mas severas.

A pesar del escaso solapamiento entre los datos publicados, aparecen perfiles
constantes que indican cuales son las funciones alteradas de manera consistente por
estrés alcalino, independientemente de las variables experimentales. Precisamente son
éstas las familias funcionales que van a ser motivo de estudio de esta tesis. Por ejemplo,
todos los ensayos coinciden en una serie de genes relacionados con el metabolismo del
fosfato como PHO84, PHO89 o PHO11/12. Esto significa que posiblemente la
alcalinizacion del medio altera la homeostasis de fosfato. Otro grupo muy representado
es el grupo de genes implicados en la captacién de los metales hierro y cobre, lo que
sugeriria que la alcalinizacidén extracelular podria suponer una situacion de limitacion de
dichos metales. Dentro de esta categoria se incluyen, entre otros, genes como FREL,
FET3, CTR1 o FIT2. Como es ldgico, también son inducidos por estrés alcalino muchos
genes relacionados con el estrés general, sobre todo cuando el estrés alcalino es mas
intenso. Curiosamente, dentro de este grupo aparecen numerosos genes relacionados
con la respuesta a estrés oxidativo como HSP12, TRX2, PRX1, TRR1 o SOD1, lo que

sugiere una conexion entre estos dos tipos de estrés.
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3.2. La alcalinizacién extracelular provoca la activacion de la via de la calcineurina.

3.2.1. Caracterizacion de la respuesta de los genes ENA1, PHO84, PHO89 y PHO12

a estrés alcalino: implicacion de la via de Rim101 y de la via de la calcineurina.

Una vez establecido el perfil transcripcional generado en respuesta a estrés
alcalino, nos preguntamos cudles eran los mecanismos implicados en la activacion de
los genes inducidos. Para ello se seleccionaron cuatro genes con una elevada intensidad
de respuesta a pH alcalino en base a dos criterios: la diferencia en el tiempo de respuesta
y la capacidad para responder a otros estimulos. Por un lado, PHO89 y ENA1 son dos
genes de respuesta rapida, mientras que PHO84 y PHO12 presentan respuesta tardia.
Por otra parte, ENAL responde a estrés salino y el resto de genes a la deprivacion de
fosfato.

Con el objetivo de estudiar mas detalladamente el comportamiento a pH alcalino
de dichos genes, se realizaron fusiones de sus promotores con el gen LacZ en un
plasmido multicopia, de manera que la medida de actividad B-galactosidasa reflejara la
respuesta de estos genes. Asi, esta respuesta podia ser facilmente estudiada en una

gran variedad de situaciones.

Gracias a estas construcciones analizamos, en primer lugar, las cinéticas de
respuesta de dichos genes (resultados no mostrados). ENAL1 y PHO89 presentaban una
respuesta rapida ya que la actividad B-galactosidasa empezaba a detectarse a partir de
los 15 min del choque alcalino, siendo maxima a los 60 min para ENA1 y a los 90 min
para PHO89. En cambio, PHO84 y PHO12 se inducian de forma mas tardia ya que la
actividad B-galactosidasa empezaba a detectarse a partir de los 30-60 min con un
maximo de actividad a las 2 h. Todo ello indicaba que existen diferencias en la cinética de
respuesta de estos genes tal y como habiamos observado tanto mediante microarrays
(tabla 1) como por northern blot (figura 1 del articulo 1). Experimentos de dosis respuesta
también evidenciaban el comportamiento diferencial entre dichos genes ya que la maxima
induccién de PHO84 tenia ya lugar a pHs relativamente bajos (7.0) y se mantenia hasta
pH 7.9, mientras que ENA1 y PHO89 necesitaban un pH mas alto para ser inducidos

(figura 2 del articulo 1).
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Con el objetivo de identificar elementos capaces de activar la transcripcion del gen
ENAL, analizamos su respuesta a pH alcalino en diversos mutantes de S. cerevisiae que
eran defectivos en proteinas implicadas en varias vias de sefializacion de estrés (figura
10).
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Figura 10. Respuesta del gen ENA1 a estrés alcalino en varios mutantes defectivos en elementos de
diferentes vias de sefializacion de S. cerevisiae. Transformamos los mutates indicados con el plasmido
pKC201, que contiene el promotor de ENA1 fusionado a LacZ, y los sometimos a estrés alcalino. Se
representa la actividad B-galactosidasa (media y ESM de entre 3 y 6 valores) de células no estresadas
(columnas en negro) o células inducidas por pH alcalino (columnas en blanco).

Estos experimentos nos permitieron descartar las vias de respuesta a estrés
osmético y la via de la integridad de la pared celular ya que la falta de las MAPKs
centrales de estas vias no alteraba la expresion de ENAL1l. Tampoco los factores de
transcripcion implicados en la respuesta a estrés general (Msn2 y Msn4) ni Yapl, el factor
de transcripcion implicado en la respuesta a estrés oxidativo, parecian participar en la
respuesta de ENAL1 a pH alcalino. En cambio, observamos una cierta reduccién de la
activacion de ENAL1 en un mutante rim101. Este ultimo resultado concordaba con los
datos obtenidos por Lamb y colaboradores que demostraban que Rim101, el homélogo
de PacC de A. nidulans, contribuye parcialmente en la respuesta a pH alcalino del gen
ENAL1l (Lamb et al. 2001). En el mismo experimento identificamos que, ademéas de
Rim101, al menos otro elemento estaba implicado en la respuesta de ENA1l a pH
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alcalino, ya que la delecion de la subunidad reguladora de la calcineurina (mutacién que
provoca la pérdida total de la capacidad funcional de dicha fosfatasa) reducia en mas de
un tercio la respuesta de ENA1 en estas condiciones. Este hecho constituyo el primer

indicio de que la via de la calcineurina podria jugar un papel en la respuesta alcalina.

Un analisis similar fue llevado a cabo para los genes PHO84, PHO89 y PHO12,
todos ellos implicados en la respuesta celular a déficit de fosfato (figura 11), por lo que en
este caso se analiz6 el nivel de expresidn en varios mutantes relacionados con la via
implicada en dicha respuesta. Tanto en el caso de PHO84 como en el de PHO12, la falta
de los factores de transcripcion Pho2 y Pho4 o la falta de Pho81, el inhibidor de Pho80-
85, que actlan de forma positiva en la expresion de los genes controlados por el regulén
PHO, elimina por completo su respuesta a pH alcalino. Este resultado indicaba que la via
del fosfato es un componente de la respuesta transcripcional global a estrés alcalino. En
el caso de PHO89, su expresion estaba parcialmente disminuida en los mutantes simples
pho81, pho2 o pho4 mientras que la disminucién era aditiva en el doble mutante pho2
pho4, en el que se producia una casi completa ausencia de respuesta. Ademas, al
contrario de lo que sucedia para los otros genes relacionados con el metabolismo de
fosfato como PHO84 y PHO12, la induccion de PHO89 por pH alcalino se perdia casi

totalmente en el mutante cnbl, defectivo en actividad calcineurina.

Los datos mostrados hasta el momento evidenciaban que la expresion de PHO89
estaba regulada por la fosfatasa calcineurina en respuesta a pH alcalino y que la de
ENA1 también era parcialmente dependiente de la actividad de dicha fosfatasa,
sugiriendo un papel de la via de calcio/calcineurina en la respuesta a estrés alcalino. Para
confirmar esta hipétesis, examinamos si los promotores de los cuatro genes en estudio
respondian a pH o a altas concentraciones de calcio (0.2 M de CacCl,) en presencia 0
ausencia del inhibidor de la calcineurina FK506 o en células defectivas en Crz1, el factor
de transcripcién responsable de la mayoria de la respuesta transcripcional mediada por
calcineurina (figura 5 del articulo 1). Tal y como esperdbamos, PHO84 y PHO12 no
respondian a calcio y su respuesta a pH alcalino no estaba afectada ni por FK506 ni por
la falta de Crz1. En el caso de ENA1, como ya se habia descrito, la respuesta a calcio era
completamente dependiente de calcineurina y, por tanto, resulté eliminada por FK506 y
en ausencia de Crz1 (Matheos et al. 1997; Stathopoulos and Cyert 1997). En cambio, la
respuesta a pH alcalino de ENA1l se veia disminuida en ambos casos, aunque no
eliminada totalmente. Por otro lado, comprobamos que PHOS89 resultaba inducido por
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elevadas concentraciones de calcio, dato que fue confirmado independientemente en

aquellas fechas (Yoshimoto et al. 2002). Ademas, observamos que las respuestas a

calcio y a pH alcalino de PHO89 son muy similares en cuanto a intensidad y que, en

ambos casos, se produce una pérdida total de induccion en presencia del inhibidor FK506

0 en el mutante crz1.
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Figura 11. Caracterizacion de la respuesta a estrés
alcallino de los genes PHO84, PHO89 y PHO12 en
diferentes mutantes. Las cepas indicadas
transformadas con los plasmidos pPHO84, pPHO89 y
pPHO12 se sometieron a estrés alcalino durante 90
min (en el caso de pPHO84 y pPHO89) 0 120 min
(pPHO12) y se analiz6 su actividad B—galactosidasa.
Las barras negras representan la actividad de células
no estresadas y las blancas la de células estresadas.
Los datos son la media +/- ESM de seis
experimentos independientes.

En resumen, en este apartado, y gracias al estudio detallado de la respuesta de

cuatro genes inducidos a pH alcalino, llegamos a la conclusién de que existen genes

cuya respuesta a estrés alcalino es totalmente dependiente (PHO89), parcialmente
dependiente (ENA1) o independiente (PHO84 y PHO12) de la via de la calcineurina.
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3.2.2. El mapeo funcional del promotor de ENAL revela la existencia de dos
regiones de respuesta a pH alcalino, una calcio dependiente y otra calcio

independiente.

El gen ENA1 codifica una ATPasa de sodio (aunque también transporta litio) y
costituye el principal sistema de detoxificacion de estos iones en S. cerevisiae. Su
expresion esta regulada a nivel transcripcional por varias vias de sefializacién y es capaz
de ser inducida por mudltiples estimulos como estrés osmoético, estrés salino, alta
concentracién de calcio o baja concentracién de glucosa, que son integrados en su

complejo promotor que se extiende aproximadamente 1.3 Kb.

Para averiguar qué regiones del promotor de ENALl eran importantes en la
respuesta a pH alcalino se utilizaron varias construcciones reporters basadas en fusiones
de diferentes regiones del promotor de ENA1 a CYC1-LacZ (Alepuz et al. 1997). Ello nos
llevé a identificar los elementos importantes para la respuesta a pH alcalino en la zona
comprendida entre los nucle6tidos -853 a -358 (respecto al ATG). Un mapeo mas
detallado (figura 12) nos permitié restringir la zona entre las posiciones -742 y -490
(incluida en el plasmido pMP211), region que contiene la mayoria de elementos
reguladores conocidos de ENAL. Dentro de esta zona se encuentran la secuencia
activadora CDRE (de respuesta a calcio/calcineurina) y los elementos de union a
represores génicos MIG (reconocidas por Migl cuando los niveles de glucosa son altos) y
CRE (donde se une Skol en ausencia de estrés osmoético) (Alepuz et al. 1997; Proft and
Serrano 1999; Mendizabal et al. 2001). También se incluye una secuencia STRE (de
respuesta general a estrés) aunque se ha demostrado que no es funcional en el promotor

de ENAL, al menos en respuesta a estrés osmatico (Proft and Serrano 1999).

Dentro de dicha region, el fragmento entre las posiciones -751 y -667 (pMR706)
daba una respuesta significativa mientras que la region contigua entre -681 a -565
(PMR605), que contiene la secuencia STRE, era totalmente inactiva. Plasmidos que
contenian partes del promotor de ENA1 situadas a ambos lados de la regién inactiva
daban lugar a diferentes grados de expresion en respuesta estrés alcalino. Este es el
caso de los plasmidos pMP212 (-743 a -577), pMP209 (-495 a -317) y pMP213 (que
contiene la pequefia region entre -573 a -490). Todo ello indicaba que ENA1 contiene al
menos dos regiones individualizadas en su promotor que son dianas para la/s sefal/es

desencadenadas por estrés alcalino. Denominamos a estas regiones ARR1 y ARR2 (por
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Alkaline Responsive Region). ARR1 esta situada entre las posiciones -751 y -667

mientras que ARR2 se encuentra entre -573 y -490.
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Figura 12. Mapeo funcional del promotor de ENA1 en respuesta a estrés alcalino. Transformamos
células salvajes con diferentes construcciones reporters que contenian regiones especificas del promotor de
ENA1 (se detalla el nombre del plasmido y la region comprendida en cada uno). En la grafica se muestra la
relacion entre la actividad PB-galactosidasa de células expuestas a estrés alcalino y la actividad en
condiciones basales. También se incluye un esquema de los elementos reguladores conocidos del promotor
de ENA1 y las secuencias de las regiones que hemos definido como ARR1 y ARR2, de respuesta a estrés
alcalino.

Puesto que sabiamos que la respuesta de ENAL era parcialmente dependiente de
calcineurina, procedimos a identificar el elemento o elementos del promotor de este gen
responsable/es de ello. Para ello se construyeron dos nuevos plasmidos que hemos
denominado pMRK212 y pMRK213, que contienen el elemento CDRE de la region ARR1

y toda la regidn ARR2, respectivamente. Hay que sefalar que estos nuevos plasmidos
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contienen las mismas zonas del promotor de ENA1 que sus homélogos de la serie pMR
(PMR212 y pMR213 respectivamente) pero clonadas en un plasmido con una expresion
basal minima, lo que facilitaba la evaluacion de las diferencias de expresion producidas
por pH alcalino. Como se muestra en la figura 13, pMRK212 presentaba una respuesta a
estrés alcalino y a calcio que, en ambos casos, dependia totalmente de calcineurina (era
eliminada en presencia de FK506 o en ausencia de Cnbl o Crzl). Este comportamiento
no era de extrafar ya que, como se ha mencionado, su inserto contiene el CDRE de
ARR1. En cambio, pMRK213 daba lugar a una respuesta a pH alcalino, incluso mayor
que la de pMRK212, basicamente independiente de calcineurina. En concordancia con
ello, dicha regién no respondia a calcio. Por lo tanto, en la respuesta de la region ARR2
de ENA1 a pH alcalino han de estar implicados otros mecanismos independientes de

calcineurina.

Debido a que se habia relacionado a Rim101 con la respuesta a pH alcalino de
ENA1 (apartado 3.2.1 y 3.2.2; Lamb et al. 2001) procedimos a localizar la zona del
promotor de ENAL implicada en la respuesta a estrés alcalino mediada por Rim101. Para
ello analizamos la actividad B-galactosidasa de pMRK212 y pMRK213 tras choque
alcalino en mutantes rim101. Al parecer, Rim101 actia en ambas regiones del promotor
de ENAL, ya que en el mutante rim101 la respuesta de ambos plasmidos se encuentra
parcialmente disminuida (figura 14). Tal y como se ha descrito con posterioridad a estos
experimentos, Rim101 no actia directamente sobre el promotor de ENAL sino que lo
hace a través de Nrgl, un factor de transcripcion que reprime directamente la expresién
de ENAL1 (Lamb and Mitchell 2003). Dentro del promotor de ENAL se han definido dos
secuencias consenso de unién de Nrgl, una de las cuales esta incluida en ARRL,
solapada en parte con el CDRE, lo cual encaja perfectamente con nuestro modelo,
mientras que la otra se encuentra en la regiéon que hemos definido como inactiva en
respuesta a estrés alcalino. Actualmente se esta trabajando en la implicaciéon de Rim101
en la respuesta de la regién ARR2 y tenemos evidencias de que existe un dominio de
unién de Nrgl en esta regién, aunque posiblemente su secuencia varie respecto de la

consenso (Platara et al., en preparacion).
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Figura 13. Estudio de la dependencia de la via de la calcineurina en la respuesta a pH alcalino de las
regiones ARR1 y ARR2 del promotor de ENAL. Se ha determinado la actividad f—galactosidasa de cepas
defectivas en Cnbl o Crz1 transformadas con los pladsmidos pMRK212 (que contiene ARR1) o pMRK213
(que contiene ARR2) en condiciones basales (barras negras), sometidas a estrés alcalino (barras blancas) o
inducidas por calcio (barras grises). Se indica con ‘+' 0 ‘- la presencia o ausencia, respectivamente, del

inhibidor de calcineurina FK506.
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Figura 14. Andlisis del papel de Rim101 en la activacién por pH alcalino de diversas regiones del
promotor de ENA1. Se muestra la respuesta a estrés alcalino (por medio de la medida de la actividad
B—galactosidasa) de varias regiones del promotor de ENA1 en una cepa salvaje y en el mutante rim101
isogénico. Se representa la actividad basal (columnas negras) y la respuesta a pH alcalino en ausencia
(columnas blancas) o presencia (columnas grises) de FK506. La actividad es la media y la ESM de seis

experimentos independientes.
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En la figura 14 se muestra también la respuesta de pMRK212 y pMRK213 en un
mutante rim101 en presencia de FK506, es decir en condiciones en que ni la via de la
calcineurina ni la via RIM101 pueden actuar sobre ENAL. La respuesta de pMRK212 se
anulaba en estas condiciones pero esto no sucedia para pMRK213. Esto indicaba que
Rim101 y calcineurina estan actuando de forma conjunta y exclusiva en la respuesta de
la region ARR1 de ENAL1 a pH alcalino. En cambio, ademas de Rim101, deben existir
otros elementos implicados en la respuesta pH alcalino de la region ARR2 de ENAL. Se
han realizado experimentos que demuestran que la via de la MAPK Hogl de respuesta a
estrés osmotico, y por lo tanto el elemento CRE de ARR2, no estan implicados en la
respuesta a estrés alcalino (3.2.1). Sin embargo, el elemento MIG del promotor,
responsable de la respuesta de ENAL a escasez de glucosa, si parece estar implicado en
la respuesta a estrés alcalino, tal y como demuestran una serie de experimentos que se

han realizado recientemente en el laboratorio (Platara et al., en preparacion).

Ademas, el estrés alcalino induce la expresioén de una serie de genes implicados
directamente en el transporte y el metabolismo de la glucosa como HXT2, HXT4, HXT6,
HXT10 o HXT11l que también se sobreexpresan en situaciéon de falta de glucosa
(Viladevall et al. 2004). Todo ello sugiere que el estrés alcalino estaria mimetizando una
situacion de falta de glucosa y, de hecho, esta hipétesis ha sido corroborada
recientemente mediante experimentos realizados en nuestro propio laboratorio (Ruiz et
al., no publicado). La activacion de la via de la glucosa parece ser uno de los primeros
eventos en la respuesta a estrés alcalino a juzgar por la rapida induccion de los genes
relacionados con el transporte y el metabolismo de este azlcar. La rapidez en la
respuesta permite descartar que la causa de que dicha via se active sea una falta de
glucosa en el medio y sugiere que podria deberse o a una disminucién en su transporte o

a una incapacidad para metabolizar el azUcar.

3.2.3. El elemento CDRE es suficiente para generar una respuesta a pH alcalino.

La evidencia de que los promotores que contienen secuencias CDRE como ENA1
y PHO89 respondan a estrés alcalino de forma dependiente a calcineurina, nos llevé a
plantearnos si este elemento seria suficiente para generar dicha respuesta. Tal y como se
muestra en la figura 9 del articulo 1, analizamos primero la respuesta a pH alcalino del

plasmido pLA que contiene sélo la region entre -732 y -711 de ENAL1 que comprende el
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CDRE de ARR1 (Mendizabal et al. 2001). También evaluamos la respuesta de pAMS366
y pPAMS364, el primero de los cuales contiene un tandem de 4 secuencias CDRE del
promotor de FKS2 (uno de los genes que codifican la subunidad catalitica de la glucano
sintasa) mientras que el segundo es esencialmente idéntico excepto que los elementos
CDRE estan mutados y Crzl es incapaz de reconocerlos y unirse a ellos (Stathopoulos
and Cyert 1997). Nuestros resultados indican que tanto el CDRE de pLA como los de
pAMS366 responden a pH alcalino de forma dependiente de la via de sefalizacion de la
calcineurina, ya que la respuesta se pierde en presencia de FK506 y por ausencia de
Crz1 en ambos casos. Ademas la respuesta a pH alcalino no tiene lugar en pAMS364, es
decir cuando el elemento CDRE no es funcional. Asi llegamos a la conclusion de que,
efectivamente, el elemento CDRE aislado es suficiente para desencadenar la respuesta a

pH alcalino.

3.2.4. La exposicion a estrés alcalino provoca un incremento transitorio de los

niveles de calcio citoplasmatico en S. cerevisiae.

Nuestros datos previos indicaban que la via de la calcineurina esta implicada en la
tolerancia a estrés alcalino. En general, la activacion de la calcineurina siempre se
considera ligada al incremento en los niveles citosolicos de calcio. Sin embargo, los
niveles de este catibn no son los Unicos elementos que gobiernan la actividad de
calcineurina ya que se han definido otros sistemas de regulacion. Por un lado, existen
proteinas implicadas en su activacion e inhibicion, como Rcnl y, por otro, la localizacion
de Crzl también se regula por fosforilacion (Hilioti et al. 2004; Kafadar et al. 2003;
Kafadar and Cyert 2004). Todo ello nos llevo a la necesidad de verificar si la activacién de
calcineurina era un reflejo de un incremento en la concentracion de calcio citoplasmatico

producido por alcalinizacion del ambiente.

Para evaluar in vivo los cambios en los niveles citoplasmaticos de calcio
utilizamos un método basado en la expresidn en levadura de la proteina aequorina que,
en presencia del sustrato coelenterazina y calcio, da lugar a una reaccién en la que se
emiten fotones. Asi, la medida de luminiscencia es proporcional a la cantidad de calcio
presente en citoplasma, y el seguimiento de dicha luminiscencia a través del tiempo es el
reflejo de los cambios que tienen lugar en los niveles citoplasméticos de este catidn

divalente. En nuestro caso la cepa salvaje JA100 transformada con el plasmido pEV11-
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AEQ (Batiza et al. 1996) e incubada con coelenterazina, fue sometida a estrés alcalino
mediante la adicion directa de KOH hasta pH 8.1. Como control positivo afiadimos CacCl,
a una concentracion final de 0.2 M y como control negativo afiadimos KCI a la misma

concentracion que el KOH.

Mediante este tipo de ensayos se demostré que efectivamente el tratamiento con
pH alcalino daba lugar a un incremento transitorio en los niveles de calcio citoplasmaticos
con una sefal maxima entre 10-15 segundos y una recuperacion de los niveles basales
en el primer minuto (figura 15). El tratamiento con KCI no era capaz de desencadenar
dicha respuesta mientras que el tratamiento con cloruro calcico provocaba un pico de
calcio citoplasmatico a los pocos segundos, de cinética similar al obtenido tras choque
alcalino aunque bastante mas pronunciado. En ensayos con otra cepa salvaje,
denominada DBY746, el pico de calcio generado en respuesta a pH alcalino era
particularmente intenso, llegando incluso a superar el obtenido por cloruro célcico. Por
ello seleccionamos dicha cepa para subsiguientes ensayos. El efecto del pH alcalino
sobre el calcio citoplasmatico tiene un comportamiento dependiente de la dosis, tal y
como se aprecia en la figura 1B del articulo 2. Dicho incremento empieza a ser notable a
pH 7.5y tiene su maximo a pH 8.2.

Figura 15. Determinacion de los niveles de
calcio citoplasmatico en respuesta a estrés
alcalino. Se representa la medida relativa de
calcio citoplasmatico  (expresada como
unidades relativas de Iluminiscencia por
segundo y millon de células) de células
transformadas con el plasmido pEV11-AEQ,
0.2 M CacCl, incubadas con coelenterazina y sometidas a
¥ diferentes tratamientos. Los tratamientos
realizados son: 0.2 M de CaCl, (linea
continua), 15 mM de KOH (linea de puntos) o
15 mM KOH 15 mM de KCI (linea discontinua). La flecha
: discontinua indica el momento en el que se
:J§ . 15 mM KCl inici6 el tratamiento.
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Estos resultados demostraban que el estrés alcalino desencadena un incremento
rapido, intenso y transitorio del nivel de calcio citoplasméatico. Un incremento en este
pardmetro tiene también lugar en diferentes situaciones como en presencia de
feromonas, de esfingosina, tras un incremento en la concentracién de glucosa, choque
hipotdnico o por varios estreses como el salino (altas concentraciones de sodio) o el de
reticulo endoplasmico. La cinética de la respuesta varia en funcion del tipo de estimulo.
En el caso de choque hipoténico y estrés salino el incremento de calcio citoplasmatico es
rapido y transitorio, y es similar al observado para estrés alcalino. En cambio, en la
respuesta a incrementos en los niveles de glucosa o por exposicion a esfingosina, por
ejemplo, la respuesta es mas lenta y mas prolongada (Batiza et al. 1996; Denis and Cyert
2002; Matsumoto et al. 2002; Tokes-Fuzesi et al. 2002; Hilioti et al. 2004).

Contrariamente a lo que se podria pensar, no existe relacion entre la procedencia
del calcio y su cinética de aparicién en citoplasma. Por ejemplo, aunque en ambos casos
el calcio tiene origen extracelular, existen diferencias en la cinética de acumulacion de
calcio citoplasmético por estrés hiposmotico y por adicion al medio de glucosa. Por otro
lado las respuestas a estrés salino y a estrés hipotdnico son ambas rapidas y transitorias
y, sin embargo, en el primer caso el calcio procede, al menos en parte, de
compartimentos intracelulares mientras que en el segundo procede del exterior (Batiza et
al. 1996; Denis and Cyert 2002; Matsumoto et al. 2002). Es por ello que se hacia
necesario determinar el origen del calcio que es transportado al compartimento
citoplasmatico en el caso del estrés alcalino. Para ello analizamos los cambios en los
niveles de calcio citoplasmatico tras choque alcalino en mutantes defectivos en diferentes
sistemas de transporte de calcio conocidos en levadura o en presencia del quelante de
cationes divalentes EGTA. Tal y como se demuestra en la figura 16, el incremento de
calcio provocado por choque alcalino se anulaba en mutantes defectivos en Cchl o Mid1,
componentes del canal de calcio de la membrana plasmatica responsable de importar
calcio desde el medio extracelular. Por el contrario, la falta de Yvcl, implicado en el
transporte de calcio desde la vacuola, no producia efecto alguno. Asimismo, la presencia
de EGTA en el medio también eliminaba completamente dicha respuesta, lo cual
confirmaba el origen extracelular del calcio que se acumula en citoplasma tras choque
alcalino. Asi pues, la alcalinizacién del medio desencadena un proceso de entrada de

calcio desde el compartimento extracelular.

51



2000 i
w
3
© 1500 } -
S
E WT
S 1000 } -
>
@
= WT + EGTA
o] o L
g mid1
) _}‘ 2o [+ o)
— oo N
n: 0 —————— . - ————

0 50 100 150 O 50 100 150

Time after alkaline stress (sec)

Figura 16. Medida de los cambios en la concentracién de calcio citoplasmatico en mutantes
relacionados con la homeostasis de calcio. Se muestran las variaciones en los niveles intracelulares de
calcio tras choque alcalino (15 mM de KOH) de células salvajes y de mutantes midl, cchl y yvcl. Donde se
indica se ha afiadido EGTA a una concentracion final de 10 mM.

Dado que el pH alcalino produce un incremento en el nivel de calcio
citoplasmatico se esperaria que esto fuera precisamente lo que desencadenase la
activacion de la calcineurina y la respuesta transcripcional mediada por dicha fosfatasa.
Teniamos ciertas evidencias indirectas de que esto era lo que sucedia ya que, en cuanto
a la cinética y a la dependencia de dosis, el incremento de los niveles de calcio
citoplasméatico producido por pH alcalino correlaciona perfectamente con la respuesta
transcripcional de los genes PHO89 y ENAL a este tipo de estrés (tabla 1; figuras 1y 2
del articulo 1). Para validar la hipétesis utilizamos mutantes cchl, midl y yvcl en
presencia o ausencia de EGTA y evaluamos la respuesta a pH alcalino de los diferentes
sistemas reporters basados en la expresion de LacZ anteriormente descritos: pAMS366
(con cuatro copias del elemento CDRE de FKS2), pPHO89 (con el promotor entero de
PHO89) y pMRK212 (con la region ARR1 que contiene el CDRE de ENAL) (ver figura 3
del articulo 2). En el caso del mutante yvcl la respuesta a pH alcalino se mantenia en
todos los casos mientras que dicha respuesta se perdia totalmente (para pAMS366) o
casi totalmente (en pPHO89 y pMRK212) en presencia de EGTA o en los mutantes
defectivos en cualquiera de los dos componentes del canal de calcio de membrana
(mutantes cchl o midl). Este resultado indicaba que la calcineurina se activa a causa del
incremento de calcio citoplasmatico que provoca el choque alcalino y confirmaba que el
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origen de dicho calcio es extracelular. Cabe sefalar que la expresion residual en pPHO89
y pPMRK212 puede deberse a la existencia de otras vias de regulacion implicadas en su
respuesta a pH alcalino, como la via de respuesta a déficit de fosfato en el caso de
pPHO89 o la via de Rim101 en el caso de pMRK212 (tal y como se discutia en 3.2.1).

Esencialmente, todos estos Ultimos resultados indicaban que el estrés alcalino
provoca una entrada de calcio de origen extracelular dando lugar a un incremento en los
niveles de este catién y que esto desencadena una respuesta transcripcional mediada

por la via de la calcineurina.

3.2.5. Papel de la calcineurina en la respuesta a estrés alcalino.

Los resultados que se han expuesto en el apartado 3.2. nos permitian afirmar que
la via de la calcineurina se activa en respuesta a estrés alcalino. Es mas, la calcineurina
es imprescindible para el crecimiento en condiciones alcalinas ya que mutantes
defectivos en Cnb1 no son capaces de crecer en un medio alcalino (Mendoza et al. 1994;
Alepuz et al. 1996). Sin embargo, no sabiamos cual era el papel de la fosfatasa ante este

tipo de estrés.

Hasta el momento teniamos evidencias de que la calcineurina actuaba regulando
la respuesta a pH alcalino de PHO89 y ENALl. Para evaluar hasta qué punto la
calcineurina estaba implicada en la respuesta transcripcional global a este tipo de estrés,
se realiz6 en el laboratorio un analisis comparativo del perfil transcripcional a pH alcalino
de una cepa salvaje y de una cepa defectiva en calcineurina o en el factor de
transcripcién Crzl (Viladevall et al. 2004). En dicho analisis se demostré que, entre los
genes inducidos por este tipo de estrés, aproximadamente un 10 % presentaban una
respuesta dependiente de calcineurina, y que, de éstos Ultimos, el 78 % también
dependian del factor de transcripcion Crz1. Estos datos sugerian que la calcineurina es
un componente significativo en la respuesta transcripcional a pH alcalino, y que este
papel lo desempefia principalmente a través de Crzl. Sin embargo, el papel
transcripcional de calcineurina a través de Crz1 no justifica el fenotipo de sensibilidad a
pH alcalino del mutante cnbl ya que la delecién del factor de transcripcion Crzl no afecta
al crecimiento en condiciones alcalinas (Stathopoulos and Cyert 1997), o lo hace de

forma muy leve (experimentos no mostrados). De esta observacion se puede deducir que
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la calcineurina ha de tener otras funciones en la resistencia a estrés alcalino al margen de

Su accion sobre el factor de transcripcion Crz1.

Una posibilidad seria que calcineurina regulara la transcripcion génica de forma
independiente a Crz1. No obstante, sélo otro factor de transcripcion, denominado Yap1,
ha sido relacionado con calcineurina (Yokoyama et al. 2006). Recientemente se ha
descrito que el factor de transcripcion Yapl es inhibido por desfosforilacién por dicha
fosfatasa pero los Unicos efectos conocidos de calcineurina a través de Yapl estan
relacionados con el ciclo celular. Otra proteina relacionada con ciclo y regulada
directamente por calcineurina es Hsll (Mizunuma et al. 2001). De hecho, el papel de
calcineurina sobre ambas es producir una parada de ciclo entre las fases G2 y M y quiza
esta accion sobre ciclo, que es exclusiva de calcineurina y no de Crzl, sea imprescindible

en la resistencia a estrés alcalino.

Es importante considerar que la calcineurina también esta implicada en la
regulacion del transporte de potasio a través de los transportadores de alta afinidad Trk1l
y 2. El papel que se le ha atribuido sobre estos transportadores es que, en respuesta a
estrés salino por altas concentraciones de sodio, la fosfatasa propicia que aumente la
afinidad de los Trks por potasio impidiendo que importen sodio (Mendoza et al. 1994).
Ademas se ha observado que un mutante cnbl necesita mas potasio para vivir que una
cepa salvaje (experimentos en colaboracion con el Dr. J. Ramos de la Universidad de
Coérdoba) y esto sugiere que la falta de calcineurina provoca una disminucion en la
concentracion de potasio intracelular probablemente debida a un decremento de su
transporte via Trks. Asi como la hiperactivacion de Trks provoca una alcalinizacion
intracelular (Yenush et al. 2002), la actividad reducida de estos transportadores en el
mutante cnbl podria dar lugar a una acidificacion intracelular. Esta hipotética acidificacion
deberia conceder a una cepa cnbl tolerancia a estrés alcalino y, como esto es justo lo
contrario de lo que sucede, podemos descartar que su sensibilidad a estrés alcalino sea

debida a la funcion de calcineurina sobre los transportadores de potasio.

Por ultimo, hemos observado que la sensibilidad pH alcalino del mutante cnbl
desaparece en presencia del estabilizador osmético sorbitol, utilizado cominmente para
evitar la lisis celular debida a dafios en la pared celular (resultados no mostrados). Esto
nos hace suponer que la calcineurina, en respuesta a estrés alcalino, tiene una funcion

de proteccion de pared celular y, de hecho, existen precedentes que sugieren la
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implicacién a nivel transcripcional de calcineurina en respuesta a estrés de pared. Por
ejemplo, estudios recientes de microarrays han determinado que bastantes de los genes
inducidos por diversos dafios a pared presentan secuencias de unién al factor de
transcripcién Crz1 (Garcia et al. 2004). Ademas, en el caso particular del gen FKS2, que
codifica la glucano sintasa, se habia descrito que su transcripcién se regula de forma dual
por calcineurina y Pkcl, una quinasa importante en de la via de la integridad celular
(Zhao et al. 1998). Sin embargo, los datos existentes Unicamente relacionan a
calcineurina con la funcién de la pared a través de su papel sobre Crzl y esto deja sin

explicar por qué el mutante cnbl no puede sobrevivir a pH alcalino y el mutante crzl si.
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3.3. Identificacién de genes cuya delecién confiere sensibilidad a estrés alcalino.

Los experimentos descritos hasta el momento indicaban que existen multiples vias
de sefializacion implicadas en la respuesta a pH alcalino. Con el objetivo de caracterizar
estos mecanismos recurrimos a una segunda aproximacion experimental que
complementaba los resultados obtenidos mediante el analisis por microarrays. Se trata
del andlisis de la sensibilidad a estrés alcalino de una colecciéon de 4825 mutantes
haploides en la cual cada mutante se corresponde con la delecion de un Gnico gen de S.

cerevisiae (evidentemente genes no esenciales).

Para ello analizamos el crecimiento de los mutantes durante 48 h en diferentes
condiciones de pH: 6.2 (control), 7.2 y 7.5 en placas de medio sdlido. Este primer andlisis
permiti6 obtener mas de 300 clones cuyo crecimiento se veia afectado en condiciones
alcalinas. Un estudio mas detallado, en un rango de pHs mas fino (6.2, 6.8, 7.2, 7.3y 7.5)
redujo esta lista a 118 genes. En la tabla 2 se muestra el listado de estos genes
clasificados por categorias funcionales y en el que se especifica su grado de sensibilidad

(ver detalles en el pie de tabla).

Los genes identificados estan relacionados con mdltiples procesos celulares vy
cabe destacar los relacionados con la organizacion y biogénesis de la vacuola, asi como
el metabolismo del fosfato y la homeostasis del hierro y el cobre, que se analizaran con
mas detalle en los subsiguientes apartados. El subgrupo de transporte entre organulos
también estd ampliamente representado, sugiriendo que esta funcion es imprescindible
en la resistencia a este tipo de estrés. También aparecian varios genes relacionados con
la construccion y remodelacion de la pared celular como GAS1, BEM1, BEM4, SLT2,
BCK1 o RHO4, lo que supuso el primer indicio de la relacion entre el estrés alcalino y la

pared celular (que se describira en 3.4).

La comparacion de nuestros datos con los de un andlisis similar en el que se
identificaron 128 genes hipersensibles a estrés alcalino (Giaever et al. 2002) revelaba
gue unicamente habia 20 genes en comun. En vista de la escasa correlacién entre ellos
decidimos seleccionar los mutantes con mayor sensibilidad identificados por Giaever y
colaboradores y recomprobar su fenotipo. S6lo 8 de los 41 mutantes analizados

presentaban sensibilidad a pH alcalino en nuestras condiciones, cinco de los cuales ya
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habian sido identificados en nuestro ensayo y los otros tres (ymr073c, ymr099c y krel)
tenian un fenotipo tan leve que en su momento nos llevo a descartarlos. Otro hecho
destacable es que en el listado de Giaever y colaboradores no aparecieran muchos de
los mutantes defectivos en alguna subunidad de la ATPasa vacuolar, a pesar de que se

habian descrito previamente como sensibles a pH alcalino y que presentaban un fenotipo

muy intenso en nuestro estudio.

Function

Alkaline pH sensitive mutants

Vacuole organization and biogenesis

Transport in other organelles
Metal ion homeostasis

Metabolism

Aminoacid metabolism
Lipid metabolism

Phosphate metabolism
Protein biosynthesis

Cell polarity, cell wall organization and
biogenesis

Chromatin modification, architecture and
transcription

CUP5 (1), TFP1 (1), VMA2 (1), VMA22 (1), VMA4 (1), VMAS5 (1),
VMAG (1), VMA7 (1), CWH36 (1), VMA21 (2), PEP3 (3), PEP5
(2), PPAL (2), TFP3 (2), VMA13 (2), VPS16 (2), VPS33 (2),
VPS34 (2), ARP5 (3), VPS15 (3), FABL (4), PEP7 (4), VMAS (4),
VPS65 (5)

GCS1 (3), SEC22 (3), DRS2 (3), VPS20 (4), GLO3 (4), COG8
(4), SYS1 (4)

CTR1 (1), RCS1 (1), SOD1 (1), LYS7 (2), SOD2 (2), CCC2 (4),
FET3 (4), PMRL1 (4)

GLY1 (1), PHO2 (1), PRO1 (1), CYS3 (3), ARO2 (4), ILV1 (4),
TYRL (5)

ERG2 (2), ERG6 (2), ARV1 (3), BTS1 (3), AGP2 (4), DAP1 (4),
FEN1 (4), MGA2 (4)

PHO4 (2), PHO81 (2), PHOSS (3)

TEF4 (3), FES1 (4), HCR1 (4), RPL13B (4), RPL27A (4)

RHO4 (1), BUD25 (1), BEM1 (2), GAS1 (2), SLT2 (2), BCK1 (3),
BEM4 (4), CNB1 (5)

SWI3 (1), BUR2 (3), DAL81 (3), GCN5 (3), HTZ1 (3), REF2 (3),

REG1 (3), RPBY (3), SPT20 (3), SSN8 (3), UMES (3), ADA2 (4),

KEML1 (4), MED2 (4), SPC72 (4), SRB5 (4), SWI4 (4), TOP1 (4),
MRS1 (5)

Others PHOS86 (1), KEX2 (1), RIB4 (1), DIA2 (2), SPS1 (2), FYV6 (3),
MAP1 (3), TPD3 (3), ADE12 (4), ATP1 (4), ATP11 (4), NEM1 (4),
PTC1 (4), URE2 (4), ZWF1 (4), COX16 (5), RIB1 (5), SCP160 (5)

Unknown YELO45C (1), YKL118W (1), YOR331C (1), YIL175W (3), HUR1

(4), ILM1 (4), PKR1 (4), YIR358C (4), YJRO18W (5), YOR251C
(5), YOR305W (5)

Tabla 2. Clasificacién funcional de los genes cuya delecion provoca un defecto de crecimiento en
condiciones alcalinas. Los nimeros en paréntesis indican el nivel de sensibilidad a estrés alcalino (1 indica
la mayor sensibilidad y 5 la menor sensibilidad). En negrita aparecen los genes que también han sido
identificados por Giaever y colaboradores (Giaever et al. 2002).

Las aparentes discrepancias entre los resultados pueden deberse a las
diferencias experimentales entre ambos ensayos. Por ejemplo, las condiciones de cultivo
son sustancialmente diferentes ya que nosotros utilizamos como maximo pH 7.5 en

medio solido tamponado con 50 mM TAPS mientras que Giaever y colaboradores
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realizaron el ensayo en medio liquido a pH 8.0 tamponado con 10 mM Tris. El tiempo de
incubacion de los cultivos también era diferente ya que en nuestras condiciones
analizamos el crecimiento después de 48 h y en las suyas se incubo el cultivo durante 5 o
15 generaciones (lo que aproximadamente equivaldria a 10 o 30 h respectivamente). Otra
diferencia fue el método para medir la sensibilidad de cada mutante. Nosotros realizamos
una evaluacion visual del crecimiento de cada uno de los clones en las diferentes
condiciones mientras que Giaever y colaboradores utilizaron una estregia mas compleja.
En su caso partian de un cultivo compuesto por cantidades iguales de cada una de las
cepas de la biblioteca, lo sometian a estrés alcalino y determinaban, a partir de DNA
extraido del cultivo, la tasa de crecimiento de cada mutante mediante la cuantificacion
relativa por microarrays de la abundancia del nimero de copias de una secuencia génica
exclusiva de cada mutacion (para una descripcién mas detallada del método consultar
Giaever et al. 2002). En consecuencia, los métodos son claramente diferentes y las
limitaciones de cada uno se reflejan en los resultados. Por ejemplo, nuestro ensayo es
menos sensible porque pequefios cambios en el crecimiento no son percibidos
visualmente en un estudio a gran escala mientras que, en el analisis realizado por
Giaever y colaboradores, pueden pasar desapercibidos aquellos mutantes con
crecimiento mas lento ya que estan menos representados en el cultivo original. Por lo
tanto, los datos obtenidos mediante ambos ensayos son seguramente complementarios.
De hecho busquedas especificas posteriores utilizando métodos mas precisos nos han
permitido complementar nuestro listado con mutantes que ya habian sido descritos como

sensibles por Giaever y colaboradores.

3.3.1. La funcion vacuolar es imprescindible para el crecimiento en condiciones

alcalinas.

Entre los genes identificados en nuestro analisis de mutantes sensibles a pH
alcalino, el grupo mas numeroso es el formado por los genes implicados en la
organizacioén y la biosintesis de la vacuola. La sensibilidad a pH alcalino de muchos de
estos mutantes ya se habia descrito anteriormente, lo que apoya la validez del ensayo
(Nelson and Nelson 1990). Este fenotipo es debido a que mutantes relacionados con la
ATPasa vacuolar no pueden acidificar la vacuola a través de esta bomba y, en
condiciones alcalinas, tampoco pueden hacerlo por endocitosis o por difusién pasiva de
acidos (Kane 2006).

58



El efecto de la delecion de algunos otros genes puede ser igualmente explicada
por defectos en la funcion vacuolar. Por ejemplo, mutaciones en la via de biosintesis del
ergosterol como erg2, ergb6 o arvl pueden afectar la endocitosis y la funcién vacuolar
(Heese-Peck et al. 2002; Swain et al. 2002). Las mutaciones de ARV1 y FEN1 afectan el
metabolismo de los esfingolipidos, los cuales son necesarios para que el componente V1
de la ATPasa vacuolar sea funcional (Chung et al. 2003). Ademas, la mutacion de genes
implicados en el sorting vacuolar (genes VPS) produce uno de los efectos mas fuertes en
condiciones alcalinas, lo que indica que el trafico entre membranas tiene un importante

papel en resistencia a condiciones alcalinas.

En una publicacion reciente se describe la existencia de una relacién entre
algunos genes VPS y la via de Rim101 (Boysen and Mitchell 2006) y se muestra que, en
concreto, la mutacion de genes como VPS4, VPS20, VPS23 y VPS25 impide la
localizacién de Rim20 en el endosoma impidiendo a su vez la activacion de Rim101. Esta
podria ser la causa de que, por ejemplo, el mutante vps20 apareciera en nuestro analisis
como sensible a pH alcalino. Sin embargo, el hecho de que dicha mutacion confiera una
mayor sensibilidad a pH alcalino que la deleciéon de RIM101, sugiere que la funcién de
Vps20 en la tolerancia a este estrés no se limita a su papel en la via Rim101.

3.3.2. La alcalinidad medioambiental provoca una mimetiza una situaciéon de

escasez de fosfato.

Otra de las familias de genes identificadas en nuestro andlisis de mutantes esta
relacionada con el metabolismo del fosfato. Los mutantes pho2, pho4, pho81, pho85 y
pho86, son sensibles en menor o mayor medida a este tipo de estrés. Los mutantes
sencillos pho84 y pho89 en cambio no lo son, pero el doble mutante defectivo en ambos

transportadores es incapaz de crecer incluso a pH 6.8 (figura 17).

En lo referente a la relacién entre el estrés alcalino y el metabolismo del fosfato
hemos acumulado numerosas evidencias que indican que: 1) parte de la respuesta
transcripcional a estrés alcalino esta dirigida a mejorar la captacién de fosfato, 2) esta
respuesta se basa en la misma via que se activa en condiciones de escasez de este
metabolito y 3) los elementos implicados en dicha via de sefalizacion, asi como los

transportadores de alta afinidad para este metabolito, son esenciales para la
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supervivencia en condiciones alcalinas. Todo ello lleva a considerar que la alcalinizacion

del medio extracelular esta generando una situacion de escasez de fosfato.

pH Figura 17. Sensibilidad a pH alcalino de

mutantes defectivos en varios de los

elementos implicados en la

YPD 68 7.1 73 homeostasis de fosfato. Crecimiento a

las 48 h de cultivos de la cepa salvaje
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indicados en medio solido YPD o YPD 50

pho2 . mM TAPS ajustado al pH indicado.
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Una posible explicacion de que el pH alcalino provoque una deficiencia de fosfato
se basa en las propiedades quimicas de este anién. La alcalinizacion extracelular podria
desplazar el equilibrio acido-base y disminuir la proporcion de fosfato en forma H,POy,
gue parece ser la forma transportada al interior celular (Goodman and Rothstein 1957).
Sin embargo, la via del fosfato se activa incluso a pHs relativamente bajos como se
deduce de la observacién de que PHO84 empieza a inducirse ya a pH 6.2 con una

expresion maxima a partir de pH 7.0 (figura 2 del articulo 1).

Otra posible explicacion seria que el transporte de fosfato a través de Pho84 esté
disminuido en condiciones alcalinas debido a las propiedades cinéticas de dicho
transportador, ya que Pho84 es el principal responsable del transporte de alta afinidad de
fosfato en condiciones basales y, como hemos mencionado en la introduccion, su
maxima actividad tiene lugar a pH &cido. La hipétesis seria que la alcalinizacién
extracelular produciria una disminucion en la velocidad de captacién de fosfato por Pho84
que seria compensada por un incremento en la expresién de Pho84 y de Pho89, el otro

transportador de fosfato de alta afinidad, que es mas activo en condiciones alcalinas.
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Por otro lado hemos observado que la activacion de la via del fosfato es un evento
tardio en la respuesta a pH alcalino. Se ha demostrado que ante la alcalinizacion del
medio extracelular se produce una rapida disminucién en los niveles de polifosfatos que
son degradados a &cido tripolifosférico lo que, debido a un incremento en la produccion
de protones, contribuye a la neutralizacion del medio (Castro et al. 1995). Se ha
observado que los niveles de polifosfato son restaurados posteriormente y nos
planteamos que quiza la activacion de la via del fosfato por pH alcalino sea una forma de
estimular el importe de fosfato desde el exterior para restablecer la homeostasis de
fosfato intracelular. Esta teoria concuerda con que, en respuesta a estrés alcalino, se
active la transcripcién de algunos genes relacionados con la sintesis de polifosfatos como
VTC3 0 VTCA4.

3.3.3. La disponibilidad de hierro y cobre es un factor limitante para el crecimiento

de S. cerevisiae en medio alcalino.

En nuestro analisis también detectamos un grupo de mutantes defectivos en
genes relacionados con diferentes aspectos del metabolismo de los metales hierro y
cobre. Entre ellos se identificaron FET3 y CTR1, implicados en la captacion extracelular
de hierro y cobre respectivamente, LYS7 y CCC2, que son intercambiadores
intracelulares de cobre, el factor de transcripcion implicado en la respuesta a escasez de

hierro RCS1/AFT1 o la superdxido dismutasa dependiente de cobre SOD1.

Dada la importancia que la homeostasis de estos metales parecia tener en la
supervivencia a pH alcalino, decidimos analizar una amplia coleccion de mutantes
defectivos en genes relevantes en estos procesos. En la figura 18 se muestran los
fenotipos de sensibilidad a pH alcalino de todos ellos. De esta manera, aunque
inicialmente desapercibidos, determinamos que los mutantes ftrl y fet4, implicados en el
transporte de hierro y de hierro y cobre respectivamente, también presentan una cierta
sensibilidad ante este estimulo. Aunque no se muestra, el mutante macl, defectivo en el
factor de transcripcion responsable de la respuesta a falta de cobre, también presenta
esta caracteristica. En este punto cabe destacar que los fenotipos mas severos son los

gue tienen lugar en mutantes ctrl, rcsl, sodl, lys7 y macl.
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Figura 18. Fenotipo de sensibilidad a pH alcalino
de mutantes defectivos en varios de los
elementos implicados en el metabolismo del

WT e hierro y el cobre. Se analizé el crecimiento a las
48h de la cepa salvaje BY4741 y los mutantes

ctri D isogénicos indicados en medio sélido YPD o YPD 50

e mM TAPS ajustado a los pHs indicados.
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El andlisis transcripcional de la respuesta a pH alcalino revela que muchos de los
genes relacionados con la homeostasis de estos metales como FET3, FREL, FIT2, ISU1,
ARN1-3 o CTR1 se inducen ante este tipo de estrés (tabla 1; Viladevall et al. 2004; Lamb
et al. 2002). Esto sefalaba la posibilidad de que, de forma similar a lo que sucede con el
fosfato, la disponibilidad de los metales hierro y cobre también estuviera disminuida en
condiciones alcalinas. En este caso, la situacién de deficiencia de hierro y cobre podria
ser atribuida a la menor solubilidad que ambos metales presentan a pH alcalino. De
hecho, en nuestro laboratorio se han llevado a cabo experimentos que demuestran que el
hierro y el cobre son los factores limitantes para el crecimiento de S. cerevisiae en un
medio alcalino y que la simple adicibn al medio de cobre y/o hierro mejora
sustancialmente la resistencia a estrés alcalino (Serrano et al. 2004). Ademas, en el
mismo trabajo, se realiz6 un analisis para identificar genes que en multicopia mejoraran la
tolerancia a pH alcalino de una cepa salvaje y Unicamente se identificaron dos genes con
esta capacidad: FET4 y CTR1, que codifican, respectivamente, un transportador de hierro
y cobre y el transportador de cobre de alta afinidad. Al parecer, la funcién en la captacion
de cobre constituia el elemento en comun entre ambos, sugiriendo que la disponibilidad

de cobre estaba alterada en condiciones alcalinas. Sin embargo, la sobreexpresion de
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CTR1 no suprimia la sensibilidad a pH alcalino del mutante fet3, defectivo en el
transportador de alta afinidad de hierro, y esto indicaba que la tolerancia a pH alcalino
conferida por sobreexpresion de CTR1 es debida a la correcta maduracién de Fet3 (que
requiere cobre), sugiriendo que el papel del cobre en la tolerancia a estrés alcalino es

mejorar la captacion de hierro.

3.3.4. La exposicion a elevado pH da lugar a estrés oxidativo.

Una serie de evidencias nos permitieron plantearnos que la exposicién a pH
alcalino generaba una situacion de estrés oxidativo. En primer lugar, la alcalinizacion
extracelular provocaba la activacién transcripcional de un nimero importante de genes
relacionados funcionalmente con el estrés oxidativo como SOD1, CCP1, GRX2, TRR1,
UGA2, GRX1, HSP12, TRX2, MCR1, GAD1, GRE2 o PRX1 (tablal; Viladevall et al.
2004). Ademés, encontramos una serie de mutantes, especialmente sensibles a estrés
alcalino, relacionados con los mecanismos de respuesta a estrés oxidativo: sodl,
defectivo en la superéxido dismutasa citoplasmética dependiente de cobre, sod2,
defectivo en la superdxido dismutasa mitocondrial dependiente de manganeso y lys7,
defectivo en la chaperona que le proporciona cobre a Sodl1. Por ultimo, la sensibilidad del
mutante ctrl, que era similar a la del mutante sodl, no se recuperaba por la adicion de
hierro al medio, indicando que en la resistencia a estrés alcalino el cobre tenia otras
funciones, ademas de asegurar una correcta captacion de hierro, que podrian estar

relacionadas con la presencia de Sod1 funcional (Serrano et al. 2004).

El estrés oxidativo genera lo que se denomina especies reactivas de oxigeno
(ROS) asi que, en primer lugar, procedimos a analizar la presencia de ROS intracelulares
en células sometidas a estrés alcalino. Para ello utilizamos un compuesto denominado
dihidrorodamina 123 (DHR123) que, en presencia de ROS, es oxidado y da lugar a un
compuesto fluorescente. Se incubaron con DHR123 cultivos de células salvajes de la
cepa DBY476 y posteriormente se las sometid a estrés alcalino. El analisis microscopico
revelaba que después de 30 o 60 min de tratamiento alcalino, un 12 % de la poblacion
celular presentaba fluorescencia, indicando que la alcalinizacion medioambiental era

efectivamente capaz de generar una situacion de estrés oxidativo (figura 19A).

63



B)
pPRX1

No induction 50
Il NI

40 + 3 High pH
O H,0,

20

10
0 - ill

pPHOB84

High pH 350

300
250 —I_ ]

200

B-galactosidase activity

150
100

50
o |

WT yapl skn7
HZOZ

Figura 19. Andlisis de la oxidacion producida por estrés alcalino. A. Se incubaron células de la cepa
salvaje DBY746 con DHR123 y se les afiadié 30 mM de KOH para obtener un pH de 8.1 (High pH) 0 2 mM de
peréxido de hidrogeno (H2O2) durante 30 min y 90 min respectivamente. B. Se transformé la cepa salvaje
BY4741 y los mutantes yapl y skn7 con los plasmidos reporters pPRX1 y pPHO84. Se muestra la actividad
B-galactosidasa (expresada como la media +/- ESM de tres experimentos independientes) de células en
condiciones basales, sometidas a pH alcalino (pH 8.0) 0 a estrés oxidativo (0.25 mM H,05).

Por otro lado, si la hipotesis de que el pH alcalino produce estrés oxidativo es
cierta, la induccion por pH alcalino deberia activar la expresion de ciertos genes, cuya
respuesta es tipica de estrés oxidativo, de forma dependiente a los factores de
transcripcién responsables de la respuesta a estrés oxidativo Yapl y/o Skn7. A modo de
ejemplo, y mediante un sistema reporter basado en la fusion de su promotor a LacZ,
examinamos la respuesta a pH alcalino del gen PRX1, que codifica una peroxiredoxina
con actividad tioredoxina peroxidasa y que esta inducido por estrés oxidativo y alcalino
(figura 19B). Asi determinamos que la activacion de PRX1, tanto por pH alcalino como
por peréxido de hidrégeno, era eliminada en un mutante yapl y casi totalmente en pH

alcalino o totalmente por H,O, en un mutante skn7. Aunque no se muestra, los factores
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de transcripcion de respuesta a estrés general Msn2 y Msn4 no estan implicados en la
respuesta de PRX1 a pH alcalino. En cambio, en el caso de PHO84, como cabria esperar
de un gen cuya expresion es totalmente independiente de estrés oxidativo, su respuesta
a pH alcalino no depende de los factores de transcripcién implicados en la respuesta

oxidativa.

Ambos resultados demostraban que parte de los efectos fenotipicos vy
transcripcionales que conlleva la exposicién a pH alcalino podrian ser el resultado de una
situacion de estrés oxidativo. La causas estan todavia por identificar aunque una posible
explicacién tiene que ver con la observacién de que el estrés alcalino genera una
situacion que mimetiza la falta de glucosa (Ruiz et al. no publicado). Cuando disminuyen
los niveles de glucosa se produce un incremento de la tasa de respiraciéon y, por lo tanto,
una mayor produccion de ROS de origen mitocondrial. Se puede sustanciar este
argumento gracias a la observacién de que muchos de los genes implicados tanto en el
ciclo de Krebs como en la cadena respiratoria y la sintesis de ATP se inducen a nivel
transcripcional tras choque alcalino (Viladevall et al. 2004).

3.3.5. Identificaciébn de mutaciones que resultan en sensibilidad al inhibidor de

calcineurina FK506.

Las observaciones previas de que la respuesta a pH alcalino da lugar a un
incremento en los niveles citoplasméaticos de calcio y de que el mutante cnbl es sensible
a este tipo de estrés, nos motivd a analizar si existia una correlacién entre el grupo de
mutantes sensibles a pH alcalino y las mutaciones que provocan una deficiencia del
crecimiento debida a ausencia de funcion calcineurina. Realizamos un analisis de la
misma coleccion de 4825 mutantes en medio liquido en presencia de 1.5 pg/ml del
inhibidor de calcineurina FK506. En el primer analisis se seleccionaron un total de 241
mutantes, pero la recomprobacién de su fenotipo en presencia de diferentes
concentraciones de FK506 (de 0.5 a 2.5 ug/ml) nos permitié reducir considerablemente
dicho namero y obtener un listado final de 48 genes cuya delecion daba lugar a
problemas de crecimiento en ausencia de actividad calcineurina. En la tabla 2 del articulo
2 se muestra que mas de la mitad de los genes identificados estan involucrados en la
biogénesis y organizacion de la vacuola, por un lado, y por el otro, en la correcta

polarizacién de la morfologia celular y la funcién de la pared celular. Este Gltimo grupo
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estaba formado por genes de presentaban una sensibilidad bastante fuerte a FK506 e
incluia genes como FKS1 (que codifica la 1,3-B-glucano sintasa), GAS1 (una 1,3-B-

glucanosiltransferasa) y KRE6 (necesario para la sintesis de 1,6-p-glucano).

Utilizando la misma biblioteca, en un estudio similar, se identificaron 30 mutantes
con problemas de crecimiento en presencia del inhibidor de calcineurina FK506 (Parsons
et al. 2004). Al comparar los datos de Parsons y colaboradores con los nuestros
encontramos Unicamente 18 genes en comun. La diferencia entre los resultados de
ambos andlisis puede ser atribuida a diversas variables experimentales. Las diferencias
mas destacables entre los dos métodos son, por un lado, la concentracion de FK506
utilizada (Parsons y colaboradores utilizan una unica concentracion de FK506 que es 2
ug/ml mientras que nosotros ensayamos la sensibilidad en un rango de concentraciones
entre 1y 2.5 ug/ml) y, por otro, el tipo de medio utilizado (Parsons y colaboradores hacen
el ensayo en medio sdlido y nosotros en liquido). Muchos de los mutantes que solo estan
presentes en nuestro listado se corresponden con los que presentaban fenotipos mas
leves en cuanto a sensibilidad a FK506. Esto sugiriere que nuestra aproximacion es mas
sensible posiblemente debido a que hemos utilizado un rango que incluye
concentraciones menores de FK506 y a que la medida de la densidad 6ptica de un cultivo
liquido permite detectar diferencias mas sutiles. Por otro lado, algunos de los mutantes
identificados exclusivamente en el analisis de Parsons y colaboradores presentaban una
disminuida tasa de crecimiento en condiciones normales por lo que, debido a que
nosotros realizamos el ensayo en medio liquido, no crecieron suficientemente durante el

periodo de incubacion y fueron descartados.

Lo mas interesante de nuestros resultados fue observar que 20 de las mutaciones
que conferian sensibilidad a FK506 (lo que representa un 43 % del total) habian sido
identificadas también en el andlisis de mutantes sensibles a pH alcalino que previamente
hemos descrito. Cabe destacar que, si tenemos en cuenta que se han analizado 4825
mutaciones, unicamente se deberia haber identificado una mutacion en comdn entre
ambos analisis en el caso de que la sensibilidad a FK506 y a pH alcalino fueran eventos
totalmente independientes. Asi, el gran solapamiento entre los conjuntos de genes
identificados en ambas situaciones probablemente refleja la importancia de la

calcineurina en la respuesta a pH alcalino.
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3.4. El papel de la via Pkc1/SIt2 de integridad de la pared celular en respuesta a

estrés alcalino.

3.4.1. El pH alcalino da lugar a la activacién transitoria de la MAPK Slt2.

Tal y como se ha descrito en 3.3., entre los mutantes sensibles a pH alcalino
aparecia un nimero importante de genes relacionados con los procesos de biogénesis y
remodelacién de la pared celular. La observacion de que dos de los miembros de la
cascada de la MAPK Slt2, Bckl y el propio Slt2, fueran altamente sensibles a dicho
estrés nos llevd a considerar la relevancia de la via de la integridad de la pared celular
(CWI, por Cell Wall Integrity) en la respuesta adaptativa a la alcalinizacién y por ello
procedimos a evaluar con detalle la tolerancia a estrés alcalino del resto de los elementos
de la via.

En la figura 20 se observa que, entre los elementos sensores de la via, solo
presenta sensibilidad a pH alcalino el mutante defectivo en el sensor Wscl, y no los
mutantes wsc2, wsc3, mid2. Tampoco mtll es sensible a estrés alcalino, aunque en este
caso no se muestra el resultado. Sorprende que, a pesar de que su fenotipo es bastante
intenso, el mutante wscl no fuera previamente identificado como sensible a pH alcalino,
ni en el analisis descrito en este trabajo (tabla 2) ni en el de Giaever y colaboradores
(Giaever et al. 2002). En cambio, no da lugar a cambios fenotipicos ni la mutacién de
ROM2 (no mostrado), que codifica una de las GEFs de Rhol, ni la de MKK1 o MKK2, que
codifican las MAPKK de SIt2. Esto es probablemente debido a la redundancia de
funciones de Rom1l y Rom2 por un lado y Mkk1 y Mkk2 por el otro. La ausencia del factor
de transcripcion RIm1, responsable de la mayor parte de la respuesta transcripcional
mediada por Slt2, tampoco genera sensibilidad a estrés alcalino. En cambio, tanto los
mutantes defectivos en Swi4 como en Swi6, que forman parte del complejo
transcripcional SBF también regulado por Slt2, si lo presentan. Hemos comparado este
perfil fenotipico con el de otros estreses que afectan a la pared como la adicion al medio
de rojo congo, que interfiere con la quitina de la pared, o el estrés por altas temperaturas
(42 °C). El perfil de sensibilidades a rojo congo es similar al del pH alcalino. En el caso de
la temperatura ademas de los mutantes sensibles a pH alcalino, también presentaban

sensibilidad los mutantes wsc2, wsc3 y mid2.
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Figura 20. Andlisis de la sensibilidad a pH alcalino de mutantes en elementos de la via CWI. A. Se
muestra un esquema de la via CWI. B. Crecimiento en YPD agar en diferentes condiciones de la cepa salvaje
BY4741 y los mutantes isogénicos indicados. Las placas de pH alcalino son YPD Agar 50 mM TAPS al pH
indicado, el rojo congo se ha utilizado a una concentracion de 100 ug/mL y el estrés por alta temperatura se
ha realizado incubando las placas a 42 °C.

Tal y como se muestra en la figura 1 del articulo 3, la presencia del estabilizador
osmético sorbitol en el medio permite a los mutantes slt2 y bckl crecer a pH alcalino
como una cepa salvaje. Sin embargo, el resto de mutantes sensibles a estrés alcalino, es
decir wscl, swi4 y swi6, siguen siéndolo aln en estas condiciones. Esto mismo sucede
en el caso de estrés de pared provocado por rojo congo pero no en el caso de la
temperatura donde todos los mutantes sensibles recuperan su capacidad de crecimiento

en presencia de sorbitol.

La sensibilidad a pH alcalino conferida por mutaciones en diferentes elementos de
la via CWI que actian por encima y por debajo de Slt2, nos llevé a considerar la
posibilidad de que la via estuviera activada en condiciones de estrés alcalino y de que su
activacion fuera importante en la tolerancia. Para validar esta hipotesis, se sometieron

células salvajes a choque alcalino y se separaron diferentes alicuotas a tiempos
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determinados (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min). Extractos proteicos de dichos cultivos fueron

fraccionados por electroforesis y se detecté mediante anticuerpos especificos la forma

190 192

doblemente fosforilada de Slt2 (en los residuos Thr=" Tyr~9). Como control, las mismas
membranas se incubaron con el anticuerpo que reconoce tanto la forma fosforilada como
no fosforilada de Slt2 (Slt2 total). Tal y como se puede apreciar en la figura 21A, la
exposicion a pH alcalino produce una activacién rapida y transitoria de la MAPK Slt2,

cuyo maximo se da a los 10-15 min y que empieza a decaer a los 30 min.
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Figura 21. Fosforilacién de la MAPK SIt2 en respuesta a estrés alcalino. A. Se sometié un cultivo de la
cepa salvaje BY4741 a estrés alcalino (afiadiendo al medio 35 mM de KOH lo que da lugar a un pH de 8.2) y
se recuperaron alicuotas del cultivo a los 0, 5, 10, 15, 30 y 60 min. Las muestras fueron procesadas para
immunoblot para detectar la forma activa de Slt2 (P-Slt2) o Slt2 total (Slt2). B. Se expuso durante 15 min un
cultivo de BY4741 a diferentes concentraciones de KOH (que se corresponden con los pHs indicados) para la
posterior deteccion de Slt2 activa o total. C. La cepa salvaje o el mutante bckl fueron expuestos a pH alcalino
(pH 8.2) durante los tiempos indicados y se determind mediante inmunoblot la presencia de Slt2 activa o total.
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Mediante experimentos de dosis-respuesta demostramos que la activacion de Sit2
ya es notable a pH 7.5, aunque la maxima respuesta tiene lugar a pH en torno a 8.2
(figura 21B). La activacion de Slt2 en respuesta a pH alcalino es totalmente dependiente
de la integridad de la cascada MAPK ya que la ausencia de Bckl anula totalmente esta

respuesta (figura 21C).

Existen cinco vias MAPK diferentes en S. cerevisiae y algunos tipos de estrés son
capaces de activar varias de ellas a la vez, tal y como sucede en el estrés por altas
temperaturas o el estrés osmético, que implican a las vias de Hogl y de Slt2 (Winkler et
al. 2002; Garcia-Rodriguez et al. 2005). En la respuesta a pH alcalino se puede descartar
la implicacion de las cascadas de las MAPK Fus3, Kssl y Hogl, que regulan los
procesos de apareamiento o0 mating, de invasividad y crecimiento filamentoso, y de
respuesta a estrés osmoético, respectivamente. Hemos llegado a esta conclusion a partir
de varias observaciones. En primer lugar, los mutantes defectivos en dichas quinasas no
conferian sensibilidad a pH alcalino como en el caso de slt2. Ademas hemos corroborado
gue Kssl y Fus3 no estan fosforiladas en respuesta a estrés alcalino y que FUS1, cuya
activacion transcripcional estd mediada por ambas quinasas (Cullen et al. 2000), no se
induce en condiciones alcalinas (resultados no mostrados). El caso de Kssl es
especialmente destacable ya que también se ha relacionado con el mantenimiento de la
integridad celular (Qi and Elion 2005). Por otro lado, hemos demostrado que Hogl
tampoco se activa por alto pH (no mostrado) lo que explica que la expresion del gen
ENAL en situacion de estrés por pH alcalino no depende de la via de respuesta a estrés
osmético (figura 10; figura 3 del articulo 1). Todas estas evidencias nos permiten
asegurar que la alcalinizacion extracelular resulta en la activacion especifica de la via de
la MAPK SIt2.

Dado que la integridad celular de los mutantes slt2 tras dafio a pared se puede
preservar estabilizando osméticamente el medio, decidimos investigar el efecto que tenia
la adicién de 1 M sorbitol a células estresadas con pH alcalino. Como se muestra en la
figura 3A del articulo 3, la suplementacién del medio con sorbitol evita la fosforilacién de
Slt2 en respuesta a pH alcalino, aunque da lugar a una activacién de Slt2 tardia, tal y
como se ha demostrado recientemente (Garcia-Rodriguez et al. 2005) y que es

independiente del pH.
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Una caracteristica remarcable en la activacion por pH alcalino de Slt2 es la
naturaleza tan rapida y transitoria de la respuesta. Esto contrasta con cinéticas de
activacion mas lentas y mas duraderas como las observadas en el caso de exposicion a
rojo congo o estrés por elevada temperatura (figura 3 del articulo 3). Otros estreses que
han demostrado tener una respuesta también mas lenta son el blanco de calcofltor
(Ketela et al. 1999; De Nobel et al. 2000), la cafeina (Martin et al. 2000), el tratamiento
con rapamicina (Torres et al. 2002) o con oxidantes como diamina o peréxido de
hidrégeno (Vilella et al. 2005). Al parecer, los resultados indican que el pH extracelular es
percibido mas rapidamente por la célula que otros estreses que también llevan a la
activacion de Slt2. Sin embargo la activacion de Slt2 por estrés alcalino también es
mucho menos duradera, lo que podria deberse a mecanismos de retroalimentaciéon

negativa o a la rapida re-acidificacion del medio extracelular durante el experimento.

Existen abundantes datos en la literatura que indican que diferentes situaciones
de estrés sobre la pared dan lugar a la despolarizacion de la actina (Chowdhury et al.
1992; Lillie and Brown 1994). Con el objetivo de averiguar si esto también sucedia en el
caso del estrés por alcalinizacién extracelular tefiimos la actina en células salvajes
estresadas con pH alcalino con rodamina-faloidina. La faloidina que forma parte de este
complejo se une a los filamentos de actina y la rodamina es un marcador fluorescente
que permite visualizar dicha unién. En nuestro experimento sometimos a células BY4741
salvajes a pH 8.2 y las recogimos a diferentes tiempos entre 5 y 120 min para su
posterior tincién. Los resultados indicaban que no existe una distribucién anormal de la
actina en células sometidas a pH alcalino en ninguno de los tiempos ensayados mientras
que células incubadas a 42 °C, utilizadas como control positivo, mostraron una evidente

despolarizacion del citosqueleto de actina (figura 3B del articulo 3).

3.4.2. Identificacion de Wscl como sefializador en la respuesta a estrés alcalino.

Como hemos mostrado, de entre todos los sensores relacionados con la via CWI
conocidos, Unicamente la mutacion de Wscl daba lugar a un fenotipo de sensibilidad a
pH alcalino (3.4.1.). Esto nos llevd a considerar que ésta podria ser la proteina implicada
en recibir la sefial en condiciones alcalinas y de transmitirla a través de la via de Slt2.
Para evaluar el papel de Wscl en la activacién de Slt2 provocada por estrés alcalino
analizamos el estado de fosforilacién de la MAPK en el mutante wscl y paralelamente en
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mutantes wsc2, wsc3, mid2 y mtll. Tal y como muestran los resultados de la figura 22, la
activacion de Slt2 esta claramente reducida en el mutante wscl (un 40 %) respecto a la
de una cepa salvaje. No se aprecia ningun efecto en los mutantes de los otros miembros
de la familia Wsc: wsc2 y wsc3. En cambio se puede detectar una leve disminucion en la
activacion de Slt2 por pH alcalino en el mutante mid2, que no se aprecia en ausencia de

Mtl1, cuya estructura es parecida a la de Mid2.
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Figura 22. Analisis de la participacion de los sensores de la via CWI en la activacion de Slt2. Cultivos de
la cepa salvaje BY4741 y los mutantes indicados se sometieron a pH 8.2 durante los tiempos indicados y se
procesaron para immunoblot. Se detecto la presencia de Slt2 activa (P-Slt2) y total (Slt2). El panel inferior
representa la activacion de SlIt2 en cada mutante, determinada como la relacion entre la fosforilacién de Sit2
en células estresadas por pH alcalino y la de células no estresadas, una vez corregida por la cantidad de Slt2
total. Se considera que la activacién de Slt2 de la cepa salvaje (WT) se corresponde con la maxima activacion
en condiciones alcalinas (100 %). Los valores son el resultado de la media +/- ESM de la cuantificacion de
cinco experimentos independientes. (**) indica p< 0.001 y (*) indica p< 0.05.

Supusimos que si la sensibilidad del mutante wscl a pH alcalino se debia a la
incapacidad para activar totalmente Slt2, la activacion artificial de Slt2 mediante la
expresion de bck1-20, un alelo constitutivamente activo de la MAPKKK Bck1, contribuiria
a remediar dicho fenotipo. Por lo tanto, se analiz6 el crecimiento del mutante wscl
conteniendo el alelo bck1-20 tanto en condiciones de pH alcalino como en presencia de

algunos agentes que dafian la pared. La figura 4B del articulo 3 demuestra que la
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expresion de bck1-20 confiere una cierta tolerancia a pH alcalino al mutante wscl, cosa
gue no le ocurre al mutante slt2. Esto también sucede en el caso de la cafeina (Jacoby et
al. 1998). En cambio, la activacion constitutiva de Slt2 en el mutante wscl, no conferia

tolerancia ni a rojo congo y ni a blanco de calcofltor (datos no mostrados).

Las evidencias experimentales acumuladas hasta el momento nos permiten
afirmar que el pH alcalino genera una sefial captada por Wscl que activa la via de la
MAPK Slt2. Sin embargo, hemos observado que ninguno de los sensores de la via CWI
es el responsable Unico de la activacion de Slt2 por estrés alcalino. Cabe la posibilidad de
que, a pesar del papel predominante de Wscl, en dicha activacion participen de forma
conjunta varios de los sensores 0 de que existan otros elementos capaces de activar Slt2
bajo estas condiciones, puesto que se ha descrito que el moédulo MAPK puede recibir
entradas de sefial independientes a los elementos superiores de la via CWI (Harrison et
al. 2004). Recientemente se ha descrito que Rim21, el homdlogo de PalH, y la via de
Rim101 contribuye al ensamblaje de la pared celular (Castrejon et al. 2006). Dado que,
como hemos sefialado anteriormente, la via Rim101 participa en la respuesta a pH
alcalino, dicha via podria ser un buen candidato a regular el moédulo MAPK SIt2 en
condiciones de estrés alcalino. Por otro lado, el hecho de que la sensibilidad a pH alcalino
del mutante slt2 sea remediable por sorbitol mientras que la del mutante wscl no lo sea,
indica que Wscl debe tener funciones independientes de Slt2. Esto puede ser debido a
que la sefal trasmitida por Wscl diverja a nivel de Rhol y/o Pkcl debido a las funciones
independientes a Slt2 que poseen estas dos Ultimas proteinas. Este posible efecto
independiente de Slt2, sin embargo, no estaria relacionado con la funcién de Rhol y
Pkcl en la distribuciéon de actina tal y como se ha demostrado previamente (ver 3.4.1).
Otra posibilidad seria que Wscl tuviera una funcién en la resistencia a estrés alcalino

completamente independiente a la via CWI.

3.4.3. Anédlisis estructural del papel de Wsc1l en la sefializacién a pH alcalino.

Wscl es una proteina de membrana compuesta por un dominio extracelular amino
terminal, un dominio hidrofébico transmembrana y un dominio citoplasmatico carboxi-
terminal (ver figura 23A). EI dominio extracelular contiene dos regiones claramente
diferenciadas: una zona rica en cisteinas caracteristica de las proteinas de la familia Wsc,

a la que se ha denominado motivo WSC, y una zona rica en residuos serina y treonina
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altamente manosilada (Lodder et al. 1999). El dominio citoplasmatico esta implicado en la
sefalizacién intracelular ya que es el responsable de unir Rom2, una de las GEFs de
Rhol. Se ha demostrado que la interaccion con Romz2 tiene lugar a través de la tirosina

303y la region entre los residuos 369 y 375 (Vay et al. 2004).

Para evaluar la relevancia de las diferentes regiones de Wscl en la sefalizacion
del estrés alcalino expresamos en un mutante wscl diferentes versiones mutantes de
Wscl con la etiqgueta HA. Como se muestra en la figura 23B la versién salvaje de Wscl
remedia totalmente la sensibilidad a pH alcalino mientras que el resto de versiones no
son capaces de restaurar la tolerancia a este estrés, al menos no hasta el mismo nivel.
Asi pues, la delecién del dominio citoplasmatico da lugar a una proteina totalmente
inactiva al igual que la mutacién de la tirosina 303 a alanina. Ello parece indicar que la
transmisiéon de la sefial desde Wscl al médulo MAPK en el caso del estrés alcalino, asi

como por cafeina o rojo congo, esta mediada por Rom2 y Rhol.

SIGNAL
A) PEPTIDE B)
1-20
WsC pH
DOMAIN _—
21-110 Congo
wscl YPD 7.6 7.7 Caf. Red
.
PRS314
> SIT RICH pWSC1HA
PP PWSC1HA (A1-300)
PWSC1HA (Y303A)
)
R PWSC1HA (A21-110)
1! .. 265-287

.'Y‘2303 \

PWSC1HA (A21-256)

L369

{ V371 } Vsl
N373

D375

Figura 23. Andlisis de las regiones importantes en la funcién de Wscl en la tolerancia a estrés
alcalino. A. Representacion esquematica de la estructura de Wscl. Los nimeros indican la posicion de los
aminoacidos y TM significa region transmembrana. B. Se transformé el mutante wscl, en el fondo genético
W303-1A, con los plasmidos indicados, y se analizé su crecimiento en varias situaciones. Se utilizaron placas
de YPD 50 mM TAPS al pH indicado o placas de YPD con 7 mM de cafeina (Caf.) o con 100 pg/mL de rojo
congo (Congo Red).
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Por otro lado, y con el objetivo de evaluar el papel del dominio extracelular de
Wscl, construimos tres versiones delecionadas en diferentes regiones de dicho dominio.

La primera de ellas, denominada pwSC1™

(A21-256), a la que le falta casi toda la regién
extracelular (exceptuando el péptido sefial del extremo amino terminal) no era funcional.
En cambio, pWwSC1"* (A21-110), que contiene la delecién del motivo WSC, caracteristico
de la familia Wsc, era capaz de mejorar en cierto grado la tolerancia del mutante wscl a
pH alcalino, cafeina o rojo congo. Eso sugiriere que, aunque conservada entre los
miembros de la misma familia, dicha regién tiene una relevancia funcional limitada. En
cambio, la expresion de la version en la que se ha delecionado la region rica en residuos
serina y treonina, que se encuentra entre los residuos 116 y 256 (plasmido pwSc1"
(A116-256)), no mejora la sensibilidad a pH alcalino del mutante wscl. En la misma figura
se puede apreciar que la region rica en serina y treonina también es necesaria para la
resistencia a estrés por cafeina y rojo congo, tal y como habia sido descrito por
exposicion a elevadas temperaturas (Lodder et al. 1999). Por lo tanto, podemos afirmar
que la regién extracelular de Wscl, y en especial la zona rica en residuos serina y
treonina, es esencial para la funcion de dicha proteina en respuesta a pH alcalino y, en
general, a otros tipos de estrés de pared como cafeina y rojo congo. Cabe destacar que
la pérdida de funcién de las versiones mutadas de Wscl no es un reflejo de la falta de
expresion o incorrecta localizacion de Wscl ya que el analisis por inmunoblot de
extractos celulares indicaban que todas ellas expresan niveles similares de proteina y

que ésta se recupera en fracciones particuladas (no mostrado).

En concordancia con los resultados previos, la falta de la regién intracelular de
Wscl o la mutacién Y303A, incapaces de complementar el defecto de crecimiento en
condiciones alcalinas de wscl, también son incapaces de recuperar el nivel normal de
activacion de Slt2 en respuesta a este tipo de estrés (figura 5C del articulo 3). La suma
de todos estos datos indica que en la funcién de Wscl como sensor en la respuesta a pH
alcalino son imprescindibles tanto elementos estructurales extracelulares como

elementos intracelulares implicados en sefalizacién sobre Slt2.

La proteina Wscl se encuentra altamente manosilada en la region rica en serinas
y treoninas del dominio periplasmatico, region cuya delecion hemos observado que daba
lugar a una proteina esencialmente inactiva. Esto esta de acuerdo con el hecho de que la
manosilacion en estos residuos Ser-Thr, catalizada por la familia de las O-

manosiltransferasas codificadas por PMT1-7, es imprescindible en la funcion de Wscl
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(Philip and Levin 2001; Lommel et al. 2004). Supusimos que si Wscl era importante en la
tolerancia a estrés alcalino, dichas manosiltransferasas también podrian serlo. Para ello
comprobamos la sensibilidad a pH alcalino de mutantes pmtl, pmt2, pmt3, pmt5 y pmt6.
En la figura 6A del articulo 3 se muestra que los mutantes pmtl y pmt2 padecen un
defecto significativo en el crecimiento en condiciones alcalinas mientras que el resto de
mutantes analizados no lo padecen. Paralelamente, observamos una disminucién de la
forma de alto peso molecular de Wscl (100 kDa) en la membrana de células defectivas
en PMT2 y en el mutante pmtl. Esta disminucion se correlaciona con la aparicion de
fragmentos proteicos menores que corresponden a la presencia de Wscl no manosilada
(figura 6B del articulo 3). Estos resultados confirmaban que la correcta O-manasilacion de
Wscl es importante para su funcién a pH alcalino. Ademas, estos experimentos nos han
permitido definira PMT1 como un nuevo elemento implicado en la manosilacion de Wscl

ya que previamente sé6lo PMT2 y PMT4 se habian relacionado con dicha funcion.

3.4.4. Perfil transcripcional en respuesta a estrés alcalino en el mutante slt2.

Hasta el momento, nuestros resultados sugerian que la activacion de SlIt2
representa un componente significativo en la respuesta adaptativa a pH alcalino. Se ha
descrito en 2.4.2. que, en respuesta a estrés de pared, la MAPK SIt2 actda controlando la
expresion de ciertos genes relacionados con pared a través de la activacion del factor de
transcripciéon RIm1 y/o del complejo SBF, formado por Swi4 y Swi6. Nos cuestionamos la
repercusion transcripcional de la activacion de Slt2 por pH alcalino, es decir, si la
respuesta génica mediada por dicha MAPK es importante en la tolerancia a estrés

alcalino.

Para evaluar la implicacién de Slt2 en la respuesta transcripcional a pH alcalino
realizamos un analisis mediante microarrays de DNA de los cambios en la expresiéon
génica producidos por el estrés alcalino (pH 8.2) en la cepa salvaje BY4741 y en el
mutante isogénico slt2. Los resultados revelaron que, en el caso de la cepa salvaje, 497
genes eran inducidos a los 15 min y 173 a los 30 (los resultados del experimento se
encuentran en el anexo del articulo 3). Tras la comparacién entre la respuesta
transcripcional a pH alcalino de la cepa salvaje y de la cepa slt2 consideramos que, de
los 497 genes inducidos a los 15 min, sélo 42 eran dependientes de Slt2 (presentaban

una reduccién de la expresion igual o mayor al 25 % en dicho mutante). Entre ellos se
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encuentra el gen FKS2, que codifica una de las subunidades cataliticas de la 1,3-3-
glucano sintasa, cuya transcripcion se halla bajo la regulacion dual de calcineurina y Slt2
en estrés por altas temperaturas (Zhao et al. 1998). Ademas la induccién de FKS2 por pH
alcalino era también dependiente de calcineurina (Viladevall et al. 2004), lo que indicaba
que la via de la MAPK Slt2 y la via de la calcineurina actian también de forma conjunta
regulando la transcripcion de dicho gen en respuesta a estrés alcalino. En cambio, a los
30 min, s6lo cuatro genes inducidos a pH alcalino se podian considerar dependientes de
Slt2: DFG5, SKT5, CRH1 y ZRT1 (ver figura 24A). Resultaba interesante que los tres
primeros codificaran proteinas relacionadas con la pared celular: Dfg5 es una
manosidasa necesaria para la biosintesis de la pared celular, Skt5 es un activador de la
quitin sintasa 3 (Chs3) y Crhl es una supuesta glucosidasa de la pared celular. La
induccién de dichos genes por pH alcalino y su dependencia de Slt2 fue recomprobada
por RT-PCR semi cuantitativa tal y como se muestra en la figura 24B.

El analisis fenotipico de mutantes defectivos en estos genes (figura 24C) revel6
que solo las deleciones de DFG5 y SKT5 producian un leve fenotipo de sensibilidad a pH
alcalino, lo que habia sido documentado previamente (Giaever et al. 2002). Puesto que
ambos genes perdian totalmente su expresion en el mutante slt2, nos cuestionamos
hasta qué punto la funcion de Slt2 en la tolerancia a pH alcalino se debia a su papel
como activador de la expresion de SKT5 y DFG5. Como se muestra en la figura 24C el
doble mutante skt5 dfg5 presenta una mayor sensibilidad a pH alcalino que los mutantes
simples skt5 o dfg5 pero continla siendo menos sensible que el mutante slt2. Ademas, el
comportamiento de las cepas slt2 por un lado y skt5 dfg5 por otro no es exactamente el
mismo ya que la sensibilidad a pH alcalino del doble mutante (y esto también sucede en
el caso de los mutantes simples) no es solventable por estabilizacion osmética del medio

mientras que si lo es en el caso de slt2 (no mostrado).

Los datos previos de este apartado demuestran que el papel de Slt2 en la
regulaciéon génica de SKT5 y DFG5 en repuesta a estrés alcalino es relevante pero
insuficiente para justificar la sensibilidad del mutante slt2. Esto apunta hacia la posibilidad
de que la funcién de otros genes no analizados pero también dependendientes de Slt2
sea imprescindible para la tolerancia a estrés alcalino, aunque también podria indicar que
esta MAPK tiene funciones no transcripcionales relevantes para la tolerancia a este tipo

de estrés.
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Figura 24. Identificacion de proteinas relacionadas con la pared inducidas por pH alcalino. A. Se
muestra las inducciones en la cepa salvaje y en el mutante slt2 de varios genes relacionados con pared por
estrés alcalino cuya expresion depende de Slt2. El tiempo de exposicion a estrés alcalino fue 15 min para
FKS2 y de 30 min para el resto. Los nimeros indican los valores de dicha induccién. B. Determinacion por
RT-PCR de los niveles de expresion de los genes indicados en condiciones basales o después de 30 min tras
exposicion a pH alcalino en la cepa salvaje y en slt2. C. Se analizd el crecimiento en medio sélido en
condiciones de pH alcalino de las cepas indicadas. Se utilizaron placas de YPD 50 mM TAPS al pH indicado
y se incubaron los cultivos durante 2-4 dias.

Por otro lado, todos los resultados obtenidos hasta el momento parecen indicar
que el estrés alcalino provoca un dafio a pared celular capaz de activar la via CWI.
Numerosos agentes o situaciones son capaces de alterar la pared celular de la levadura
S. cerevisiae actuando sobre diferentes elementos de su estructura. Por ejemplo, el
blanco de calcofltor y el rojo congo interaccionan con la quitina mientras que la zimoliasa,

la caspofungina o las mutaciones fks1 y gasl interfieren en la correcta estructuracion de
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la red de glucanos. Nos cuestionamos qué tipo de efecto tendria la alcalinizacion
extracelular sobre la pared y pensamos que quizas podriamos responder a esta pregunta
rastreando la bibliografia en busca de datos sobre la respuesta transcripcional a
diferentes dafios de la pared y comparandolos con el perfil de respuesta a estrés alcalino.
Tal y como se muestra en la figura 25, el dafio a pared provocado por zimoliasa (con
actividad 1,3-B-glucano hidrolasa), por exposicion a caspofungina (que inhibe la sintesis
de 1-3-B-glucanos) o al agente reductor DTT generan un perfil transcripcional bastante
similar al causado por estrés alcalino. En cambio, no existe apenas correlacion entre los
perfiles observados en respuesta a rojo congo o en presencia de a-factor. Por otro lado,
entre la respuesta transcripcional a pH alcalino y los cambios transcripcionales inducidos
por la mutacién de diferentes componentes relacionados con la pared, la maxima
correlacion tiene lugar con los datos obtenidos por la mutacion de FKS1, que codifica una
subunidad catalitica de la glucano sintasa. También existe una cierta correlacion con los
perfiles de gasl, defectivo en una 1,3-pB-glucosiltransferasa, con kre6, defectivo en una
supuesta 1,6-B-glucano sintasa, y en menor medida con knr4, defectivo en una proteina
involucrada en la regulacién de la sintesis de la pared cuya funcién exacta es
desconocida. Sin embargo, el perfil transcripcional del mutante mnn9, una de las
subunidades del complejo manosiltransferasa de Golgi que estd implicado en
manosilacion de proteinas de pared, no presenta correlacién positiva con el perfil de

respuesta a estrés alcalino.

Se puede observar una pauta comun entre las acciones sobre la pared de todos
aquellos compuestos y mutaciones cuyo perfil transcripcional es similar al del pH alcalino:
su relacién con la estructura de glucanos de la pared (caspofungina, zimoliasa y las
mutaciones de Fksl y Gasl), lo que sugiere que el pH alcalino implica una alteracion de
la red de glucanos. Esta sugerencia se sustenta también por el hecho de que el sensor
implicado en la respuesta a estrés alcalino sea Wscl. Se ha encontrado una correlacién
entre algunos agentes que actlan sobre la pared y algunos sensores especificos. Por
ejemplo, el sensor implicado en la respuesta a blanco de calcofldor o a a-factor es Mid2
mientras que en el caso de caspofungina se le puede atribuir un papel especifico a Wscl
(Ketela et al. 1999; De Nobel et al. 2000; Reinoso-Martin et al. 2003). El hecho de que
Wscl sea el sensor especifico en la respuesta a estrés alcalino (tal y como se ha descrito
anteriormente) y que también lo sea en el caso de la caspofungina liga con la idea de que

la alcalinizacion extracelular provoca un dafio a la estructura de glucanos.
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Figura 25. Correlacion entre la respuesta
transcripcional a estrés alcalino y a
diferentes agentes 0 mutaciones que
provocan dafios en la pared. El método
para calcular los coeficientes de correlacion
se describe en el articulo 3. El agente que
dafa la pared y el origen de los datos
utilizados se detallan a continuaciéon: Zym,
Zimoliasa (Garcia et al. 2004), CR, Rojo
Congo (Garcia et al 2004), CAS,
Caspofungina (J. Arroyo, comunicacién
personal), a-F, a-factor (Roberts et al., 2000)
y DTT, ditiotreitol (Gasch et al. 2000). Los
datos de los mutantes se obtuvieron de
Lagorce et al. 2003.

3.4.5. Lavia CWI como nexo comun en la deteccién de cambios repentinos de pH.

Los experimentos presentados nos han permitido implicar en la respuesta a pH

alcalino a la via Pkcl/Slt2 de integridad de la pared celular. Es notable que se haya

demostrado recientemente que la exposicién a estrés por pH acido también da lugar a

una activacién de dicha via y que SIt2 es imprescindible para la supervivencia en

condiciones acidas (Claret et al. 2005). Esto sugiere que, en realidad, la via CWI lo que

detecta son cambios bruscos en el pH extracelular. Sin embargo, aunque la activacion del

blogue central de dicha via es comun para estrés alcalino y el estrés acido, los sensores

implicados en detectar el estimulo parecen ser diferentes. Nuestro trabajo revela que en
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el caso del estrés alcalino Wscl es el sensor principal en la activacién de SlIt2 mientras

que en el caso del estrés por acidificacion extracelular el mas importante es Mid2.

También existen diferencias en cuanto a la cinética de respuesta. En el caso del
pH alcalino la activacion de Slt2 es rapida y transitoria y ello es probablemente debido a
que la respuesta a este tipo de estrés implica una rapida re-acidificacion del medio y, por
lo tanto, el estrés desaparece. En cambio, el estrés por pH &cido provoca una activacion
de SIt2 que es mas lenta pero también mas duradera ya que la acidificaciébn no es
contrarrestada por la levadura y el estrés es permanente. Precisamente esta es la razon
por la cual el pH acido provoca un incremento en los niveles de Slt2 total, caracteristico
de las respuestas adaptativas al dafio en la pared celular. En cambio, esto Gltimo no
sucede en el caso del estrés alcalino sugiriendo que este tipo de estrés actla sobre la

pared como un dafio puntual.

Las diferencias descritas sugieren que la célula es capaz de discernir entre estrés
alcalino y el acido y esto indica que el efecto provocado sobre la pared por cada uno de
estos estimulos es diferente. Se ha demostrado que a pH acido las células presentan una
significativa reduccién en los niveles de quitina probablemente debida a que, en estas
condiciones, se produce un aumento de la actividad quitinasa (Cabib et al. 1989). Esto
sugiere que el desencadenante en la activacion de Slt2 por estrés acido quizas sea la
alteracion en la estructura de la quitina mientras que el estrés alcalino actuaria sobre la

pared afectando la red de glucanos.
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3.5. (,Coémo se enfrenta Saccharomyces cerevisiae al estrés alcalino?

El trabajo experimental descrito tenia como objetivo caracterizar los mecanismos
de respuesta a estrés alcalino en la levadura Saccharomyces cerevisiae. La conclusion
final que se extrae de los datos obtenidos es que, ante una exposicién a pH alcalino, lejos
de encontrar una Unica via especifica de sefializacion que medie la respuesta ante estrés
alcalino, tal y como sucede en el hongo A. nidulans, S. cerevisiae pone en marcha toda
una serie de mecanismos para poder sobrellevar los ‘inconvenientes’ que le supone la
alcalinizacion medioambiental. De esta manera hemos descrito que la respuesta a estrés
alcalino comprende la activacion de diferentes vias de sefializacion como la via de
calcio/calcineurina, la via de la integridad de la pared celular y las vias de respuesta a
escasez de fosfato, y de metales como hierro y cobre. También hemos determinado que
la funcion vacuolar ejerce un papel imprescindible en condiciones alcalinas y hemos
presentado datos que corroboran que Rim101, el homdélogo de PacC de A. nidulans,
participa en dicha respuesta. Pero, a nivel fisioloégico ¢qué le sucede a S. cerevisiae

cuando se enfrenta a estrés alcalino?

La activacion de la via de la calcineurina ha resultado ser uno de los mecanismos
MAas comunes en respuesta a estreses entre los cuales se encuentran el estrés salino, el
estrés por dafio a pared (por agentes que dafian directamente la pared o por estrés
hiposmético o presencia de feromonas) o el estrés de reticulo. Las funciones de esta via
en respuesta a estrés alcalino podrian estar relacionadas con la resistencia a estrés, con
la remodelacién de la pared celular o con una parada de ciclo. La funciones de la
fosfatasa en cuanto a resistencia a estrés se han documentado en mdltiples ocasiones
(revisado en Cyert 2003). Por otro lado, tal y como hemos discutido en 3.2.5., existen
evidencias experimentales de que la calcineurina podria actuar en respuesta al dafio en
la pared provocado por la alcalinizacion del medio, un dafio que hemos demostrado que
realmente sucede (3.4). Ademas, se conoce que la actividad de esta fosfatasa es capaz
de producir una parada de ciclo entre las fases G2 y M e incluso se ha llegado a
hipotetizar sobre que la calcineurina actta de forma similar a un agente anti-apoptético en
la respuesta a feromonas, aunque la apoptosis no existe como tal en levaduras
(Skulachev 2002). La accion de calcineurina sobre algunos genes como ENA1 o PHO89
nos sugieren que quizd su activacion por pH alcalino esté también encaminada a

controlar la homeostasis idnica o a la captacion de fosfato.
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Figura 18. Esquema en el que se resumen las vias activadas por el estrés alcalino y las posibles
causas y efectos de su activacion.

En el caso de la activacion de la via de la integridad de la pared celular la finalidad
parece estar algo mas clara. Aunque Slt2 podria también estar actuando a nivel de
parada de ciclo celular a través de su accién indirecta sobre Swel, parece que su
principal papel es el de actuar sobre la estructura y organizacion de la pared celular.
Nuestra hipétesis es que Slt2 se activa en respuesta a un dafio en pared producido por
pH alcalino, probablemente a nivel de la estructura de glucanos tal y como se ha

comentado previamente.

Otras vias activadas en respuesta a estrés alcalino son las de respuesta a
escasez en metales hierro y cobre, en fosfato y en glucosa. La forma mas sencilla de
explicarlo es que la célula realmente perciba una deficiencia en dichos compuestos. Que
exista una deficiencia real en el medio extracelular es mas facilmente explicable en el

caso de los metales por su escasa solubilidad en condiciones alcalinas. En el resto de los
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casos no parece que el problema sea una falta de dichos metabolitos en el medio. La
falta de fosfato podria ser debida a la degradacion de polifosfatos que tiene lugar tras
exposicion a pH alcalino y que disminuye las reserv