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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.

37



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).

40



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.
G KT

0 25 50 75 100 125 150

T

2000

1500

1000

500

RLU (arbitrary units/10° cells)

Time after stress (sec)

50



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.
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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).
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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).
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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.

77



A)

C)

B)

wt slt2

NI KOH NI KOH

6.5
4.6
2.4
N 19 NIRRT |- 5
1.7
]2‘ 1.3 — — e CRH1
o

DFG5 SKT5 CRH1 FKS2

Log, Ratio +/- KOH

H
YPD 2_8 pH 7.8
WT wt
wscl skt5
beki dfg5
dfg5 skt5
slt2
slt2
crhl
sktb5
dfg5

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.

79



0.7
0.6

Correlation Coefficient

05 |
04 |
03 ]
02 |
011

0

Zym CR CAS aF

04

0.3 -
0.2 -
o _

Correlation Coefficient

fksl gasl knr4 kre6 mnn9

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 reservas de fosfato intracelulares tal y como
se ha discutido en 3.3.2. En cambio, la falta de glucosa se podria deber a un defecto en

su transporte o en metabolismo provocado por la alcalinizacion celular (ver 3.2.2.).

La activacién de los mecanismos de respuesta a estrés oxidativo por pH alcalino
es debida a que la alcalinizacién extracelular provoca la generacién de una mayor
cantidad de ROS en el citoplasma presumiblemente debido a un incremento de la tasa

respiratoria que tendria lugar por activacion de la via de déficit de glucosa (3.3.4.).

El papel de Rim101 también es importante en la respuesta a pH alcalino. A
diferencia de PacC de A. nidulans, que esta realmente especializado en la respuesta a
pH alcalino, sabemos que Rim101 no tiene un papel tan especifico en dicha respuesta.
Rim101 se ha relacionado con la meiosis durante la esporulacion de diploides y la
invasividad en haploides (Li and Mitchell 1997). No obstante, su participacion en la
respuesta a pH alcalino es clara ya que existen genes que responden a pH alcalino de
forma parcialmente dependiente de Rim101, como ENAL. Lo que no sabemos es si la via
RIM101 se activa directamente por cambios en el pH o por alguno de los efectos
indirectos derivados de la alcalinizacion extracelular como podria ser la falta de
nutrientes, capaz de activar procesos como invasividad o esporulacibn también

relacionados con la funcion de Rim101.

Hasta el momento hemos analizado de que manera S. cerevisiae afronta
temporalmente el problema de encontrarse en un medio alcalino. Pero un mecanismo
muy importante puede ser disminuir lo mas rapido posible el pH extracelular. A nivel
experimental hemos observado que la levadura S. cerevisiae es extremadamente
eficiente en este proceso ya que, por ejemplo, en un medio rico al que se le afade
hidréxido potasico para consegir un pH de 8.2, un cultivo en fase exponencial (ODggo de 1
aproximadamente) es capaz de reducir el pH hasta 7.5 en menos de 30 min (no
mostrado). Los mecanismos que probablemente utilice son: 1) regular la actividad de la
ATPasas de protdon de membrana plasmatica Pmal para acelerar la salida de protones al
medio, 2) degradar polifosfatos, lo que provoca la liberacion de fosfato generando a su
vez protones y 3) acelerar el metabolismo de azlcares para generar compuestos de

naturaleza acida.
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4. CONCLUSIONES




1. Analisis de larespuesta transcripcional a estrés alcalino moderado.

1.1. Se han identificado 150 genes que incrementan su expresion al menos dos veces en
condiciones de pH alcalino moderado (pH 7.6) en alguno de los tiempos analizados (5, 25
y/o 45 min). Entre ellos cabe destacar genes relacionados con estrés y otros relacionados
con funciones més especificas como el metabolismo de fosfato o la homeostasis de los
metales hierro y cobre.

1.2. También se han detectado unos 230 genes cuya expresion disminuye a un tercio o
mas de los niveles basales. Gran parte de ellos estan relacionados con la biosintesis de
aminoéacidos y la sintesis de purinas, sugiriendo que estos dos procesos estan alterados

en condiciones alcalinas.

2. La alcalinizacién mediambiental provoca la activacion de la via de la fosfatasa

calcineurina.

2.1. El estudio de la respuesta de ENA1 nos ha permitido determinar que su activacion
por pH alcalino depende de al menos tres vias de sefalizacién: la via de la fosfatasa
calcineurina, la via de Rim101 y otra/s via/s por determinar.

2.2. El mapeo del promotor de ENA1 ha permitido definir dos regiones de respuesta a pH
alcalino que hemos denominado ARR1 y ARR2. Se ha determinado que ARR1 esta
regulada de forma dual por calcineurinay Rim101 mientras que ARR2 es parcialmente
dependiente de Rim101 e independiente de calcineurina.

2.3. La respuesta de PHO89 a pH alcalino se puede considerar totalmente dependiente
de calcineurina ya que desaparece en presencia del inhibidor de calcineurina FK506 o en

ausencia de Cnbl o Crzl.

2.4. La alcalinizacion del medio provoca una rapida entrada de calcio al citoplasma desde
el exterior a través del complejo Cchl-Midl. Esto provoca un incremento en los niveles

citoplasméticos de calcio que es capaz de activar la calcineurina.

3. Identificacion de genes cuya delecion confiere sensibilidad a estrés alcalino.

3.1. Se han identificado un total de 118 mutantes en genes cuya delecion afecta

negativamente a la capacidad para crecer en condiciones alcalinas.



3.2. Entre ellos cabe destacar los mutantes que tienen una ATPasa vacuolar no funcional
ya que indica que la funcidon vacuolar es imprescindible en condiciones alcalinas.
También son sensibles muchos mutantes relacionados con el metabolismo de fosfato y la
homeostasis de los metales hierro y cobre, lo que sugiere que en condiciones alcalinas

se produce una situacion de déficit de estos iones.

3.3. La alcalinizacion medioambiental lleva asociada un estrés oxidativo, como se deduce
de la deteccién de ROS en células expuestas a pH alcalino y la activacion de genes de
respuesta oxidativa. Esta hipotesis justifica que mutantes defectivos en proteinas
relacionadas con la defensa contra la oxidacion sean incapaces de sobrevivir en un

medio alcalino.

4. El papel de la via Pkcl/SIt2 de integridad de la pared celular en respuesta a

estrés alcalino.

4.1. El estrés alcalino provoca una activacién rapida y transitoria de Slt2, la MAPK central
en la via de la integridad de la pared celular, que depende totalmente de la integridad del
maédulo MAPK.

4.2. Wscl es el sensor principal implicado en la activacion de Slt2 por pH alcalino.
Elementos extracelulares de Wscl y determinados residuos intracelulares son necesarios

para la transmision de la sefial.

4.3. Una fraccidén de los genes que se sobreexpresan en condiciones alcalinas depende
de Slt2. Algunos de los genes dependientes de Slt2 estan relacionados con la pared

celular y su delecion provoca deficiencias de crecimiento a pH alcalino.

4.4. La comparacion de los perfiles transcripcionales en respuesta a diferentes agentes o
mutaciones que tienen efectos sobre la pared celular con el perfil transcripcional en
respuesta a estrés alcalino, indica que el efecto sobre la pared de la alcalinizacién

extracelular podria estar relacionado con la alteracion de la red de glucanos.

5. El conjunto de nuestros resultados permite postular que la alcalinizaciéon
extracelular provoca una respuesta adaptativa que implica la activacion de
numerosas vias de sefalizaciéon. Entre ellas se encuentran la via de la calcineurina,
la via de la integridad de la pared celular, la via de respuesta a estrés oxidativo y
las vias de respuesta a déficit de fosfato y de metales hierro y cobre.



5. REFERENCIAS




Alepuz PM, Cunningham KW, Estruch F (1997) Glucose repression affects ion homeostasis in
yeast through the regulation of the stress-activated ENA1 gene. Mol.Microbiol. 26, 91-98.

Alic N, Felder T, Temple MD, Gloeckner C, Higgins VJ, Briza P, Dawes IW (2004) Genome-wide
transcriptional responses to a lipid hydroperoxide: adaptation occurs without induction of oxidant
defenses. Free Radic.Biol.Med. 37, 23-35.

Andrews SC, Robinson AK, Rodriguez-Quinones F (2003) Bacterial iron homeostasis. FEMS
Microbiol.Rev. 27, 215-237.

Arst HN, Bignell E, Tilburn J (1994) 2 New Genes Involved in Signaling Ambient Ph in Aspergillus-
Nidulans. Molecular & General Genetics 245, 787-790.

Baetz K, Moffat J, Haynes J, Chang M, Andrews B (2001) Transcriptional coregulation by the cell
integrity mitogen-activated protein kinase Slt2 and the cell cycle regulator Swi4. Mol.Cell Biol. 21,
6515-6528.

Barwell KJ, Boysen JH, Xu W, Mitchell AP (2005) Relationship of DFG16 to the Rim101p pH
response pathway in Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans. Eukaryot.Cell 4, 890-899.

Batiza AF, Schulz T, Masson PH (1996) Yeast respond to hypotonic shock with a calcium pulse.
J.Biol.Chem. 271, 23357-23362.

Bensen ES, Martin SJ, Li M, Berman J, Davis DA (2004) Transcriptional profiling in Candida
albicans reveals new adaptive responses to extracellular pH and functions for Rim101p.
Mol.Microbiol. 54, 1335-1351.

Bonilla M, Cunningham KW (2002) Calcium release and influx in yeast: TRPC and VGCC rule
another kingdom. Sci.STKE. 2002, E17.

Bonilla M, Cunningham KW (2003) Mitogen-activated protein kinase stimulation of Ca(2+) signhaling
is required for survival of endoplasmic reticulum stress in yeast. Mol.Biol.Cell 14, 4296-4305.

Bonilla M, Nastase KK, Cunningham KW (2002) Essential role of calcineurin in response to
endoplasmic reticulum stress EMBO J. 21, 2343-2353.

Borst-Pauwels GW, Peters PH (1977) Effect of the medium pH and the cell pH upon the kinetical
parameters of phosphate uptake by yeast. Biochim.Biophys.Acta 466, 488-495.

Bostian KA, Lemire JM, Cannon LE, Halvorson HO (1980) In vitro synthesis of repressible yeast
acid phosphatase: identification of multiple mRNAs and productsProc.Natl.Acad.Sci.U.S A 77,
504-4508.

Boustany LM, Cyert MS (2002) Calcineurin-dependent regulation of Crz1p nuclear export requires
Msn5p and a conserved calcineurin docking siteGenes Dev. 16, 608-619.

Boysen JH, Mitchell AP (2006) Control of Brol-domain protein Rim20 localization by external pH,
ESCRT machinery, and the Saccharomyces cerevisiae Rim101 pathway. Mol.Biol.Cell 17, 1344-
1353.

Buehrer BM, Errede B (1997) Coordination of the mating and cell integrity mitogen-activated
protein kinase pathways in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell Biol. 17, 6517-6525.

Bun-ya M, Nishimura M, Harashima S, Oshima Y (1991) The PHO84 gene of Saccharomyces
cerevisiae encodes an inorganic phosphate transporter. Mol.Cell Biol. 11, 3229-3238.



Cabib E, Drgonova J, Drgon T (1998) Role of small G proteins in yeast cell polarization and wall
biosynthesis. Annu.Rev.Biochem. 67, 307-333.

Cabib E, Sburlati A, Bowers B, Silverman SJ (1989) Chitin synthase 1, an auxiliary enzyme for
chitin synthesis in Saccharomyces cerevisiae. J.Cell Biol. 108, 1665-1672.

Caddick MX, Brownlee AG, Arst HN, Jr. (1986) Regulation of gene expression by pH of the growth
medium in Aspergillus nidulans. Mol.Gen.Genet. 203, 346-353.

Castrejon F, Gomez A, Sanz M, Duran A, Roncero C (2006) The RIM101 pathway contributes to
yeast cell wall assembly and its function becomes essential in the absence of mitogen-activated
protein kinase Slt2p. Eukaryot.Cell 5, 507-517.

Castro CD, Meehan AJ, Koretsky AP, Domach MM (1995) In situ 31P nuclear magnetic resonance
for observation of polyphosphate and catabolite responses of chemostat-cultivated Saccharomyces
cerevisiae after alkalinization. Appl.Environ.Microbiol. 61, 4448-4453.

Causton HC, Ren B, Koh SS, Harbison CT, Kanin E, Jennings EG, Lee TI, True HL, Lander ES,
Young RA (2001) Remodeling of yeast genome expression in response to environmental changes.
Mol.Biol.Cell 12, 323-337.

Chowdhury S, Smith KW, Gustin MC (1992) Osmotic stress and the yeast cytoskeleton:
phenotype-specific suppression of an actin mutation. J.Cell Biol. 118, 561-571.

Chung JH, Lester RL, Dickson RC (2003) Sphingolipid requirement for generation of a functional
vl component of the vacuolar ATPase. J.Biol.Chem. 278, 28872-28881.

Cid VJ, Cenamor R, Sanchez M, Nombela C (1998) A mutation in the Rhol-GAP-encoding gene
BEM2 of Saccharomyces cerevisiae affects morphogenesis and cell wall functionality. Microbiology
144 (Pt 1), 25-36.

Claret S, Gatti X, Doignon F, Thoraval D, Crouzet M (2005) The Rgdlp Rho GTPase-activating
protein and the Mid2p cell wall sensor are required at low pH for protein kinase C pathway
activation and cell survival in Saccharomyces cerevisiae. Eukaryot.Cell 4, 1375-1386.

Cockburn M, Earnshaw P, Eddy AA (1975) The stoicheiometry of the absorption of protons with
phosphate and L-glutamate by yeasts of the genus Saccharomyces. Biochem.J. 146, 705-712.

Collister M, Didmon MP, Maclsaac F, Stark MJ, MacDonald NQ, Keyse SM (2002) YIL113w
encodes a functional dual-specificity protein phosphatase which specifically interacts with and
inactivates the SIt2/Mpklp MAP kinase in S. cerevisiae. FEBS Lett. 527, 186-192.

Costa V, Moradas-Ferreira P (2001) Oxidative stress and signal transduction in Saccharomyces
cerevisiae: insights into ageing, apoptosis and diseases. Mol.Aspects Med. 22, 217-246.

Costigan C, Gehrung S, Snyder M (1992) A synthetic lethal screen identifies SLK1, a novel protein
kinase homolog implicated in yeast cell morphogenesis and cell growth. Mol.Cell Biol. 12, 1162-
1178.

Cullen PJ, Schultz J, Horecka J, Stevenson BJ, Jigami Y, Sprague GF, Jr. (2000) Defects in
protein glycosylation cause SHO1-dependent activation of a STE12 signaling pathway in yeast.
Genetics 155, 1005-1018.

Cunningham KW, Fink GR (1994) Calcineurin-dependent growth control in Saccharomyces
cerevisiae mutants lacking PMC1, a homolog of plasma membrane Ca2+ ATPases. J.Cell Biol.
124, 351-363.



Cunningham KW, Fink GR (1996) Calcineurin inhibits VCX1-dependent H+/Ca2+ exchange and
induces Ca2+ ATPases in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell Biol. 16, 2226-2237.

Cyert MS (2003) Calcineurin signaling in Saccharomyces cerevisiae: how yeast go crazy in
response to stress. Biochem.Biophys.Res.Commun. 311, 1143-1150.

Cyert MS, Kunisawa R, Kaim D, Thorner J (1991) Yeast has homologs (CNA1 and CNA2 gene
products) of mammalian calcineurin, a calmodulin-regulated phosphoprotein phosphatase
86. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 88, 7376-7380.

Cyert MS, Thorner J (1992) Regulatory subunit (CNB1 gene product) of yeast Ca2+/calmodulin-
dependent phosphoprotein phosphatases is required for adaptation to pheromone. Mol.Cell Biol.
12, 3460-3469.

Davenport KR, Sohaskey M, Kamada Y, Levin DE, Gustin MC (1995) A second osmosensing
signal transduction pathway in yeast. Hypotonic shock activates the PKC1 protein kinase-regulated
cell integrity pathway. J.Biol.Chem. 270, 30157-30161.

Davis D (2003) Adaptation to environmental pH in Candida albicans and its relation to
pathogenesis. Curr.Genet. 44, 1-7.

Davis D, Wilson RB, Mitchell AP (2000) RIM101-dependent and -independent pathways govern pH
responses in Candida albicans. Molecular and Cellular Biology 20, 971-978.

De Nobel H, Ruiz C, Martin H, Morris W, Brul S, Molina M, Klis FM (2000) Cell wall perturbation in
yeast results in dual phosphorylation of the SIt2/Mpkl MAP kinase and in an Slt2-mediated
increase in FKS2-lacZ expression, glucanase resistance and thermotolerance. Microbiology 146 (
Pt 9), 2121-2132.

de Steensma HY, de Jonge P, Kaptein A, Kaback DB (1989) Molecular cloning of chromosome |
DNA from Saccharomyces cerevisiae: localization of a repeated sequence containing an acid
phosphatase gene near a telomere of chromosome | and chromosome VIII. Curr.Genet. 16, 131-
137.

Denis V, Cyert MS (2002) Internal Ca(2+) release in yeast is triggered by hypertonic shock and
mediated by a TRP channel homologue. J.Cell Biol. 156, 29-34.

Denison SH, Negrete-Urtasun S, Mingot JM, Tilburn J, Mayer WA, Goel A, Espeso EA, Penalva
MA, Arst HN, Jr. (1998) Putative membrane components of signal transduction pathways for
ambient pH regulation in Aspergillus and meiosis in saccharomyces are homologous.
Mol.Microbiol. 30, 259-264.

Denison SH, Orejas M, Arst HN (1995) Signaling of Ambient Ph in Aspergillus Involves A Cysteine
Protease. Journal of Biological Chemistry 270, 28519-28522.

Diez E, Alvaro J, Espeso EA, Rainbow L, Suarez T, Tilburn J, Arst HN, Penalva MA (2002)
Activation of the Aspergillus PacC zinc finger transcription factor requires two proteolytic steps.
Embo Journal 21, 1350-1359.

Dix DR, Bridgham JT, Broderius MA, Byersdorfer CA, Eide DJ (1994) The FET4 gene encodes the
low affinity Fe(ll) transport protein of Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 269, 26092-26099.

Dodou E, Treisman R (1997) The Saccharomyces cerevisiae MADS-box transcription factor RIm1
is a target for the Mpk1l mitogen-activated protein kinase pathway. Mol.Cell Biol. 17, 1848-1859.

Doi K, Gartner A, Ammerer G, Errede B, Shinkawa H, Sugimoto K, Matsumoto K (1994) MSGS5, a
novel protein phosphatase promotes adaptation to pheromone response in S. cerevisiae. EMBO J.
13, 61-70.



Errede B, Cade RM, Yashar BM, Kamada Y, Levin DE, Irie K, Matsumoto K (1995) Dynamics and
organization of MAP kinase signal pathways. Mol.Reprod.Dev. 42, 477-485.

Espeso EA, Roncal T, Diez E, Rainbow L, Bignell E, Alvaro J, Suarez T, Denison SH, Tilburn J,
Arst HN, Jr., Penalva MA (2000) On how a transcription factor can avoid its proteolytic activation in
the absence of signal transduction. EMBO J. 19, 719-728.

Espeso EA, Tilburn J, Sanchez-Pulido L, Brown CV, Valencia A, Arst HN, Jr., Penalva MA (1997)
Specific DNA recognition by the Aspergillus nidulans three zinc finger transcription factor PacC.
J.Mol.Biol. 274, 466-480.

Flandez M, Cosano IC, Nombela C, Martin H, Molina M (2004) Reciprocal regulation between Slt2
MAPK and isoforms of Msg5 dual-specificity protein phosphatase modulates the yeast cell integrity
pathway. J.Biol.Chem. 279, 11027-11034.

Foor F, Parent SA, Morin N, Dahl AM, Ramadan N, Chrebet G, Bostian KA, Nielsen JB (1992)
Calcineurin mediates inhibition by FK506 and cyclosporin of recovery from alpha-factor arrest in
yeast. Nature 360, 682-684.

Foury F, Roganti T (2002) Deletion of the mitochondrial carrier genes MRS3 and MRS4
suppresses mitochondrial iron accumulation in a yeast frataxin-deficient strain. J.Biol.Chem. 277,
24475-24483.

Futai E, Maeda T, Sorimachi H, Kitamoto K, Ishiura S, Suzuki K (1999) The protease activity of a
calpain-like cysteine protease in Saccharomyces cerevisiae is required for alkaline adaptation and
sporulation. Mol.Gen.Genet. 260, 559-568.

Garcia R, Bermejo C, Grau C, Perez R, Rodriguez-Pena JM, Francois J, Nombela C, Arroyo J
(2004) The global transcriptional response to transient cell wall damage in Saccharomyces
cerevisiae and its regulation by the cell integrity signaling pathway. J.Biol.Chem. 279, 15183-
15195.

Garcia-Rodriguez LJ, Valle R, Duran A, Roncero C (2005) Cell integrity signaling activation in
response to hyperosmotic shock in yeast. FEBS Lett. 579, 6186-6190.

Garciadeblas B, Rubio F, Quintero FJ, Banuelos MA, Haro R, Rodriguez-Navarro A (1993)
Differential expression of two genes encoding isoforms of the ATPase involved in sodium efflux in
Saccharomyces cerevisiae. Mol.Gen.Genet. 236, 363-368.

Garland SA, Hoff K, Vickery LE, Culotta VC (1999) Saccharomyces cerevisiae ISU1 and ISU2:
members of a well-conserved gene family for iron-sulfur cluster assembly. J.Mol.Biol. 294, 897-
907.

Gasch AP, Spellman PT, Kao CM, Carmel-Harel O, Eisen MB, Storz G, Botstein D, Brown PO
(2000) Genomic expression programs in the response of yeast cells to environmental changes.
Mol.Biol.Cell 11, 4241-4257.

Georgatsou E, Alexandraki D (1994) Two distinctly regulated genes are required for ferric
reduction, the first step of iron uptake in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell Biol. 14, 3065-3073.

Georgatsou E, Mavrogiannis LA, Fragiadakis GS, Alexandraki D (1997) The yeast Frelp/Fre2p
cupric reductases facilitate copper uptake and are regulated by the copper-modulated Maclp
activator. J.Biol.Chem. 272, 13786-13792.

Giaever G, Chu AM, Ni L, Connelly C, Riles L, Veronneau S, Dow S, Lucau-Danila A, Anderson K,
Andre B, Arkin AP, Astromoff A, El Bakkoury M, Bangham R, Benito R, Brachat S, Campanaro S,
Curtiss M, Davis K, Deutschbauer A, Entian KD, Flaherty P, Foury F, Garfinkel DJ, Gerstein M,



Gotte D, Guldener U, Hegemann JH, Hempel S, Herman Z, Jaramillo DF, Kelly DE, Kelly SL,
Kotter P, LaBonte D, Lamb DC, Lan N, Liang H, Liao H, Liu L, Luo C, Lussier M, Mao R, Menard P,
Ooi SL, Revuelta JL, Roberts CJ, Rose M, Ross-Macdonald P, Scherens B, Schimmack G, Shafer
B, Shoemaker DD, Sookhai-Mahadeo S, Storms RK, Strathern JN, Valle G, Voet M, Volckaert G,
Wang CY, Ward TR, Wilhelmy J, Winzeler EA, Yang Y, Yen G, Youngman E, Yu K, Bussey H,
Boeke JD, Snyder M, Philippsen P, Davis RW, Johnston M (2002) Functional profiling of the
Saccharomyces cerevisiae genome. Nature 418, 387-391.

Goodman J, Rothstein A (1957) The active transport of phosphate into the yeast cell.
J.Gen.Physiol 40, 915-923.

Gralla EB, Thiele DJ, Silar P, Valentine JS (1991) ACEL1, a copper-dependent transcription factor,
activates expression of the yeast copper, zinc superoxide dismutase gene. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S
A 88, 8558-8562.

Gray JV, Ogas JP, Kamada Y, Stone M, Levin DE, Herskowitz | (1997) A role for the Pkcl MAP
kinase pathway of Saccharomyces cerevisiae in bud emergence and identification of a putative
upstream regulator. EMBO J. 16, 4924-4937.

Harrison JC, Bardes ES, Ohya Y, Lew DJ (2001) A role for the Pkclp/Mpklp kinase cascade in the
morphogenesis checkpoint. Nat.Cell Biol. 3, 417-420.

Harrison JC, Zyla TR, Bardes ES, Lew DJ (2004) Stress-specific activation mechanisms for the
"cell integrity" MAPK pathway. J.Biol.Chem. 279, 2616-2622.

Heath VL, Shaw SL, Roy S, Cyert MS (2004) Hphlp and Hph2p, novel components of calcineurin-
mediated stress responses in Saccharomyces cerevisiae. Eukaryot.Cell 3, 695-704.

Heese-Peck A, Pichler H, Zanolari B, Watanabe R, Daum G, Riezman H (2002) Multiple functions
of sterols in yeast endocytosis. Mol.Biol.Cell 13, 2664-2680.

Herranz S, Rodriguez JM, Bussink HJ, Sanchez-Ferrero JC, Arst HN, Jr., Penalva MA, Vincent O
(2005) Arrestin-related proteins mediate pH signaling in fungi. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S A 102,
12141-12146.

Hilioti Z, Cunningham KW (2003) The RCN family of calcineurin regulators.
Biochem.Biophys.Res.Commun. 311, 1089-1093.

Hilioti Z, Gallagher DA, Low-Nam ST, Ramaswamy P, Gajer P, Kingsbury TJ, Birchwood CJ,
Levchenko A, Cunningham KW (2004) GSK-3 kinases enhance calcineurin signaling by
phosphorylation of RCNs. Genes Dev. 18, 35-47.

Hong SK, Han SB, Snyder M, Choi EY (1999) SHC1, a high pH inducible gene required for growth
at alkaline pH in Saccharomyces cerevisiae. Biochemical and Biophysical Research
Communications 255, 116-122.

lida H, Nakamura H, Ono T, Okumura MS, Anraku Y (1994) MID1, a novel Saccharomyces
cerevisiae gene encoding a plasma membrane protein, is required for Ca2+ influx and mating.
Mol.Cell Biol. 14, 8259-8271.

Ikner A, Shiozaki K (2005) Yeast signaling pathways in the oxidative stress response. Mutat.Res.
569, 13-27.

Irie K, Takase M, Lee KS, Levin DE, Araki H, Matsumoto K, Oshima Y (1993) MKK1 and MKK2,
which encode Saccharomyces cerevisiae mitogen-activated protein kinase-kinase homologs,
function in the pathway mediated by protein kinase C. Mol.Cell Biol. 13, 3076-3083.



Jacoby JJ, Nilius SM, Heinisch JJ (1998) A screen for upstream components of the yeast protein
kinase C signal transduction pathway identifies the product of the SLG1 gene. Mol.Gen.Genet.
258, 148-155.

Jamieson DJ (1998) Oxidative stress responses of the yeast Saccharomyces cerevisiae. Yeast 14,
1511-1527.

Jung US, Levin DE (1999) Genome-wide analysis of gene expression regulated by the yeast cell
wall integrity signalling pathway. Mol.Microbiol. 34, 1049-1057.

Jung US, Sobering AK, Romeo MJ, Levin DE (2002) Regulation of the yeast RIm1 transcription
factor by the Mpk1 cell wall integrity MAP kinase. Mol.Microbiol. 46, 781-789.

Kafadar KA, Cyert MS (2004) Integration of stress responses: modulation of calcineurin signaling in
Saccharomyces cerevisiae by protein kinase A. Eukaryot.Cell 3, 1147-1153.

Kafadar KA, Zhu H, Snyder M, Cyert MS (2003) Negative regulation of calcineurin signaling by
Hrr25p, a yeast homolog of casein kinase |. Genes Dev. 17, 2698-2708.

Kaffman A, Herskowitz |, Tjian R, O'Shea EK (1994) Phosphorylation of the transcription factor
PHO4 by a cyclin-CDK complex, PHO80-PHO85. Science 263, 1153-1156.

Kaffman A, Rank NM, O'Neill EM, Huang LS, O'Shea EK (1998a) The receptor Msn5 exports the
phosphorylated transcription factor Pho4 out of the nucleus. Nature 396, 482-486.

Kaffman A, Rank NM, O'Shea EK (1998b) Phosphorylation regulates association of the
transcription factor Pho4 with its import receptor Psel/Kap121. Genes Dev. 12, 2673-2683.

Kamada Y, Jung US, Piotrowski J, Levin DE (1995) The protein kinase C-activated MAP kinase
pathway of Saccharomyces cerevisiae mediates a novel aspect of the heat shock response. Genes
Dev. 9, 1559-1571.

Kamada Y, Qadota H, Python CP, Anraku Y, Ohya Y, Levin DE (1996) Activation of yeast protein
kinase C by Rhol GTPase. J.Biol.Chem. 271, 9193-9196.

Kane PM (2006) The where, when, and how of organelle acidification by the yeast vacuolar H+-
ATPase. Microbiol.Mol.Biol.Rev. 70, 177-191.

Kaneko Y, Hayashi N, Toh-e A, Banno |, Oshima Y (1987) Structural characteristics of the PHO8
gene encoding repressible alkaline phosphatase in Saccharomyces cerevisiae. Gene 58, 137-148.

Ketela T, Green R, Bussey H (1999) Saccharomyces cerevisiae mid2p is a potential cell wall stress
sensor and upstream activator of the PKC1-MPK1 cell integrity pathway. J.Bacteriol. 181, 3330-
3340.

Klis FM, Boorsma A, De Groot PW (2006) Cell wall construction in Saccharomyces cerevisiae.
Yeast 23, 185-202.

Klis FM, Mol P, Hellingwerf K, Brul S (2002) Dynamics of cell wall structure in Saccharomyces
cerevisiae. FEMS Microbiol.Rev. 26, 239-256.

Kopecka M, Gabriel M (1992) The influence of congo red on the cell wall and (1----3)-beta-D-
glucan microfibril biogenesis in Saccharomyces cerevisiae. Arch.Microbiol. 158, 115-126.

Krause SA, Gray JV (2002) The protein kinase C pathway is required for viability in quiescence in
Saccharomyces cerevisiae. Curr.Biol. 12, 588-593.



Kumble KD, Kornberg A (1996) Endopolyphosphatases for long chain inorganic polyphosphate in
yeast and mammals. J.Biol.Chem. 271, 27146-27151.

Kuno T, Tanaka H, Mukai H, Chang CD, Hiraga K, Miyakawa T, Tanaka C (1991) cDNA cloning of
a calcineurin B homolog in Saccharomyces cerevisiae. Biochem.Biophys.Res.Commun. 180, 1159-
1163.

Labbe S, Zhu Z, Thiele DJ (1997) Copper-specific transcriptional repression of yeast genes
encoding critical components in the copper transport pathway. J.Biol.Chem. 272, 15951-15958.

Lagorce A, Hauser NC, Labourdette D, Rodriguez C, Martin-Yken H, Arroyo J, Hoheisel JD,
Francois J (2003) Genome-wide analysis of the response to cell wall mutations in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 278, 20345-20357.

Lamb TM, Mitchell AP (2003) The transcription factor Rim101p governs ion tolerance and cell
differentiation by direct repression of the regulatory genes NRG1 and SMP1 in Saccharomyces
cerevisiae. Mol.Cell Biol. 23, 677-686.

Lamb TM, Xu W, Diamond A, Mitchell AP (2001) Alkaline response genes of Saccharomyces
cerevisiae and their relationship to the RIM101 pathway. J.Biol.Chem. 276, 1850-1856.

Lee KS, Irie K, Gotoh Y, Watanabe Y, Araki H, Nishida E, Matsumoto K, Levin DE (1993) A yeast
mitogen-activated protein kinase homolog (Mpklp) mediates signalling by protein kinase C.
Mol.Cell Biol. 13, 3067-3075.

Lee KS, Levin DE (1992) Dominant mutations in a gene encoding a putative protein kinase (BCK1)
bypass the requirement for a Saccharomyces cerevisiae protein kinase C homolog. Mol.Cell Biol.
12, 172-182.

Levin DE (2005) Cell wall integrity signaling in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol.Mol.Biol.Rev.
69, 262-291.

Levin DE, Bowers B, Chen CY, Kamada Y, Watanabe M (1994) Dissecting the protein kinase
C/MAP kinase signalling pathway of Saccharomyces cerevisiae. Cell Mol.Biol.Res. 40, 229-239.

Levin DE, Fields FO, Kunisawa R, Bishop JM, Thorner J (1990) A candidate protein kinase C gene,
PKC1, is required for the S. cerevisiae cell cycle. Cell 62, 213-224.

Li WS, Mitchell AP (1997) Proteolytic activation of rimlp, a positive regulator of yeast sporulation
and invasive growth. Genetics 145, 63-73.

Lillie SH, Brown SS (1994) Immunofluorescence localization of the unconventional myosin, Myo2p,
and the putative kinesin-related protein, Smylp, to the same regions of polarized growth in
Saccharomyces cerevisiae. J.Cell Biol. 125, 825-842.

Lin SJ, Pufahl RA, Dancis A, O'Halloran TV, Culotta VC (1997) A role for the Saccharomyces
cerevisiae ATX1 gene in copper trafficking and iron transport. J.Biol.Chem. 272, 9215-9220.

Lipke PN, Ovalle R (1998) Cell wall architecture in yeast: new structure and new challenges.
J.Bacteriol. 180, 3735-3740.

Liu XF, Culotta VC (1994) The requirement for yeast superoxide dismutase is bypassed through
mutations in BSD2, a novel metal homeostasis gene. Mol.Cell Biol. 14, 7037-7045.

Liu Y, Ishii S, Tokai M, Tsutsumi H, Ohki O, Akada R, Tanaka K, Tsuchiya E, Fukui S, Miyakawa T
(1991) The Saccharomyces cerevisiae genes (CMP1 and CMP2) encoding calmodulin-binding
proteins homologous to the catalytic subunit of mammalian protein phosphatase 2B.
Mol.Gen.Genet. 227, 52-59.



Lodder AL, Lee TK, Ballester R (1999) Characterization of the Wsc1 protein, a putative receptor in
the stress response of Saccharomyces cerevisiae. Genetics 152, 1487-1499.

Lommel M, Bagnat M, Strahl S (2004) Aberrant processing of the WSC family and Mid2p cell
surface sensors results in cell death of Saccharomyces cerevisiae O-mannosylation mutants.
Mol.Cell Biol. 24, 46-57.

Maccheroni W, Jr., May GS, Martinez-Rossi NM, Rossi A (1997) The sequence of palF, an
environmental pH response gene in Aspergillus nidulans. Gene 194, 163-167.

Madden K, Sheu YJ, Baetz K, Andrews B, Snyder M (1997) SBF cell cycle regulator as a target of
the yeast PKC-MAP kinase pathway. Science 275, 1781-1784.

Manners DJ, Masson AJ, Patterson JC (1973a) The structure of a beta-(1 leads to 3)-D-glucan
from yeast cell walls. Biochem.J. 135, 19-30.

Manners DJ, Masson AJ, Patterson JC, Bjorndal H, Lindberg B (1973b) The structure of a beta-(1--
6)-D-glucan from yeast cell walls. Biochem.J. 135, 31-36.

Martin H, Arroyo J, Sanchez M, Molina M, Nombela C (1993) Activity of the yeast MAP kinase
homologue SlIt2 is critically required for cell integrity at 37 degrees C. Mol.Gen.Genet. 241, 177-
184.

Martin H, Rodriguez-Pachon JM, Ruiz C, Nombela C, Molina M (2000) Regulatory mechanisms for
modulation of signaling through the cell integrity Slt2-mediated pathway in Saccharomyces
cerevisiae. J.Biol.Chem. 275, 1511-15109.

Martinez P, Persson BL (1998) Identification, cloning and characterization of a derepressible Na+-
coupled phosphate transporter in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Gen.Genet. 258, 628-638.

Martins LJ, Jensen LT, Simon JR, Keller GL, Winge DR (1998) Metalloregulation of FRE1 and
FRE2 homologs in Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 273, 23716-23721.

Matheos DP, Kingsbury TJ, Ahsan US, Cunningham KW (1997) Tcnlp/Crzlp, a calcineurin-
dependent transcription factor that differentially regulates gene expression in Saccharomyces
cerevisiae. Genes Dev. 11, 3445-3458.

Matsumoto TK, Ellsmore AJ, Cessna SG, Low PS, Pardo JM, Bressan RA, Hasegawa PM (2002)
An osmotically induced cytosolic Ca2+ transient activates calcineurin signaling to mediate ion
homeostasis and salt tolerance of Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 277, 33075-33080.

Mattison CP, Spencer SS, Kresge KA, Lee J, Ota IM (1999) Differential regulation of the cell wall
integrity mitogen-activated protein kinase pathway in budding yeast by the protein tyrosine
phosphatases Ptp2 and Ptp3. Mol.Cell Biol. 19, 7651-7660.

Mendizabal I, Pascual-Ahuir A, Serrano R, de Larrinoa IF (2001) Promoter sequences regulated by
the calcineurin-activated transcription factor Crz1 in the yeast ENA1 gene. Mol.Genet.Genomics
265, 801-811.

Mendoza |, Rubio F, Rodriguez-Navarro A, Pardo JM (1994) The protein phosphatase calcineurin
is essential for NaCl tolerance of Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 269, 8792-8796.

Mingot JM, Espeso EA, Diez E, Penalva MA (2001) Ambient pH signaling regulates nuclear
localization of the Aspergillus nidulans PacC transcription factor. Molecular and Cellular Biology 21,
1688-1699.



Mingot JM, Tilburn J, Diez E, Bignell E, Orejas M, Widdick DA, Sarkar S, Brown CV, Caddick MX,
Espeso EA, Arst HN, Jr., Penalva MA (1999) Specificity determinants of proteolytic processing of
Aspergillus PacC transcription factor are remote from the processing site, and processing occurs in
yeast if pH signalling is bypassed. Mol.Cell Biol. 19, 1390-1400.

Mizunuma M, Hirata D, Miyahara K, Tsuchiya E, Miyakawa T (1998) Role of calcineurin and Mpk1
in regulating the onset of mitosis in budding yeast. Nature 392, 303-306.

Mizunuma M, Hirata D, Miyaoka R, Miyakawa T (2001) GSK-3 kinase Mckl and calcineurin
coordinately mediate Hsl1l down-regulation by Ca2+ in budding yeast. EMBO J. 20, 1074-1085.

Moye-Rowley WS (2003) Regulation of the transcriptional response to oxidative stress in fungi:
similarities and differences. Eukaryot.Cell 2, 381-389.

Muhlschlegel FA, Fonzi WA (1997) PHR2 of Candida albicans encodes a functional homolog of the
pH-Regulated gene PHR1 with an inverted pattern of pH-dependent expression. Molecular and
Cellular Biology 17, 5960-5967.

Munn AL, Riezman H (1994) Endocytosis is required for the growth of vacuolar H(+)-ATPase-
defective yeast: identification of six new END genes. The Journal of Cell Biology 127, 373-386.

Negrete-Urtasun S, Denison SH, Arst HN, Jr. (1997) Characterization of the pH signal transduction
pathway gene palA of Aspergillus nidulans and identification of possible homologs. J.Bacteriol.
179, 1832-1835.

Negrete-Urtasun S, Reiter W, Diez E, Denison SH, Tilburn J, Espeso EA, Penalva MA, Arst HN, Jr.
(1999) Ambient pH signal transduction in Aspergillus: completion of gene characterization.
Mol.Microbiol. 33, 994-1003.

Nelson H, Nelson N (1990) Disruption of Genes Encoding Subunits of Yeast Vacuolar H+-Atpase
Causes Conditional Lethality. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 87, 3503-3507.

Neves MJ, Francois J (1992) On the mechanism by which a heat shock induces trehalose
accumulation in Saccharomyces cerevisiae. Biochem.J. 288 ( Pt 3), 859-864.

Nonaka H, Tanaka K, Hirano H, Fujiwara T, Kohno H, Umikawa M, Mino A, Takai Y (1995) A
downstream target of RHO1 small GTP-binding protein is PKC1, a homolog of protein kinase C,
which leads to activation of the MAP kinase cascade in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 14,
5931-5938.

Ogawa N, DeRisi J, Brown PO (2000) New components of a system for phosphate accumulation
and polyphosphate metabolism in Saccharomyces cerevisiae revealed by genomic expression
analysis. Mol.Biol.Cell 11, 4309-4321.

Ooi CE, Rabinovich E, Dancis A, Bonifacino JS, Klausner RD (1996) Copper-dependent
degradation of the Saccharomyces cerevisiae plasma membrane copper transporter Ctrlp in the
apparent absence of endocytosis. EMBO J. 15, 3515-3523.

Orejas M, Espeso EA, Tilburn J, Sarkar S, Arst HN, Penalva MA (1995) Activation of the
Aspergillus Pacc Transcription Factor in Response to Alkaline Ambient Ph Requires Proteolysis of
the Carboxy-Terminal Moiety. Genes & Development 9, 1622-1632.

Oshima Y (1997) The phosphatase system in Saccharomyces cerevisiae. Genes Genet.Syst. 72,
323-334.



Ozaki K, Tanaka K, Imamura H, Hihara T, Kameyama T, Nonaka H, Hirano H, Matsuura Y, Takai Y
(1996) Romlp and Rom2p are GDP/GTP exchange proteins (GEPSs) for the Rholp small GTP
binding protein in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 15, 2196-2207.

Paidhungat M, Garrett S (1997) A homolog of mammalian, voltage-gated calcium channels
mediates yeast pheromone-stimulated Ca2+ uptake and exacerbates the cdc1(Ts) growth defect.
Mol.Cell Biol. 17, 6339-6347.

Palmer CP, Zhou XL, Lin J, Loukin SH, Kung C, Saimi Y (2001) A TRP homolog in Saccharomyces
cerevisiae forms an intracellular Ca(2+)-permeable channel in the yeast vacuolar membrane.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S A 98, 7801-7805.

Paravicini G, Friedli L (1996) Protein-protein interactions in the yeast PKC1 pathway: Pkclp
interacts with a component of the MAP kinase cascade. Mol.Gen.Genet. 251, 682-691.

Parsons AB, Brost RL, Ding H, Li Z, Zhang C, Sheikh B, Brown GW, Kane PM, Hughes TR, Boone
C (2004) Integration of chemical-genetic and genetic interaction data links bioactive compounds to
cellular target pathways. Nat.Biotechnol. 22, 62-69.

Pattison-Granberg J, Persson BL (2000) Regulation of cation-coupled high-affinity phosphate
uptake in the yeast Saccharomyces cerevisiae. J.Bacteriol. 182, 5017-5019.

Penalva MA, Arst HN, Jr. (2002) Regulation of gene expression by ambient pH in filamentous fungi
and yeasts. Microbiol.Mol.Biol.Rev. 66, 426-46, table.

Penalva MA, Arst HN (2004) Recent advances in the characterization of ambient pH regulation of
gene expression in filamentour fungi and yeasts. Annual Review of Microbiology 58, 425-451.

Persson BL, Lagerstedt JO, Pratt JR, Pattison-Granberg J, Lundh K, Shokrollahzadeh S, Lundh F
(2003) Regulation of phosphate acquisition in Saccharomyces cerevisiae. Curr.Genet. 43, 225-244.

Persson BL, Petersson J, Fristedt U, Weinander R, Berhe A, Pattison J (1999) Phosphate
permeases of Saccharomyces cerevisiae: structure, function and regulation. Biochim.Biophys.Acta
1422, 255-272.

Peterson J, Zheng Y, Bender L, Myers A, Cerione R, Bender A (1994) Interactions between the
bud emergence proteins Bemlp and Bem2p and Rho-type GTPases in yeast. J.Cell Biol. 127,
1395-1406.

Philip B, Levin DE (2001) Wscl and Mid2 are cell surface sensors for cell wall integrity signaling
that act through Rom2, a guanine nucleotide exchange factor for Rhol. Mol.Cell Biol. 21, 271-280.

Polizotto RS, Cyert MS (2001) Calcineurin-dependent nuclear import of the transcription factor
Crz1p requires Nmd5p. J.Cell Biol. 154, 951-960.

Porta A, Ramon AM, Fonzi WA (1999) PRR1, a homolog of Aspergillus nidulans palF, controls pH-
dependent gene expression and filamentation in Candida albicans. Journal of Bacteriology 181,
7516-7523.

Portnoy ME, Jensen LT, Culotta VC (2002) The distinct methods by which manganese and iron
regulate the Nramp transporters in yeast. Biochem.J. 362, 119-124.

Portnoy ME, Liu XF, Culotta VC (2000) Saccharomyces cerevisiae expresses three functionally
distinct homologues of the nramp family of metal transporters. Mol.Cell Biol. 20, 7893-7902.



Pozos TC, Sekler I, Cyert MS (1996) The product of HUM1, a novel yeast gene, is required for
vacuolar Ca2+/H+ exchange and is related to mammalian Na+/Ca2+ exchangers. Mol.Cell Biol. 16,
3730-3741.

Proft M, Serrano R (1999) Repressors and upstream repressing sequences of the stress-regulated
ENAL1 gene in Saccharomyces cerevisiae: bZIP protein Skolp confers HOG-dependent osmotic
regulation. Mol.Cell Biol. 19, 537-546.

Protchenko O, Ferea T, Rashford J, Tiedeman J, Brown PO, Botstein D, Philpott CC (2001) Three
cell wall mannoproteins facilitate the uptake of iron in Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem.
276, 49244-49250.

Qi M, Elion EA (2005) MAP kinase pathways. J.Cell Sci. 118, 3569-3572.

Rajavel M, Philip B, Buehrer BM, Errede B, Levin DE (1999) Mid2 is a putative sensor for cell
integrity signaling in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell Biol. 19, 3969-3976.

Ramon AM, Porta A, Fonzi WA (1999) Effect of environmental pH on morphological development
of Candida albicans is mediated via the PacC-related transcription factor encoded by PRR2.
Journal of Bacteriology 181, 7524-7530.

Rao NN, Liu S, Kornberg A (1998) Inorganic polyphosphate in Escherichia coli: the phosphate
regulon and the stringent response. J.Bacteriol. 180, 2186-2193.

Reinoso-Martin C, Schuller C, Schuetzer-Muehlbauer M, Kuchler K (2003) The yeast protein
kinase C cell integrity pathway mediates tolerance to the antifungal drug caspofungin through
activation of Slt2p mitogen-activated protein kinase signaling. Eukaryot.Cell 2, 1200-1210.

Roberts RL, Bowers B, Slater ML, Cabib E (1983) Chitin synthesis and localization in cell division
cycle mutants of Saccharomyces cerevisiae. Mol.Cell Biol. 3, 922-930.

Roberts CJ, Nelson B, Marton MJ, Stoughton R, Meyer MR, Bennett HA, He YD, Dai H, Walker
WL, Hughes TR, Tyers M, Boone C, Friend SH (2000) Signaling and circuitry of multiple MAPK
pathways revealed by a matrix of global gene expression profiles. Science 287, 873-880.

Roncero C, Duran A (1985) Effect of Calcofluor white and Congo red on fungal cell wall
morphogenesis: in vivo activation of chitin polymerization. J.Bacteriol. 163, 1180-1185.

Rudolph HK, Antebi A, Fink GR, Buckley CM, Dorman TE, LeVitre J, Davidow LS, Mao JI, Moir DT
(1989) The yeast secretory pathway is perturbed by mutations in PMR1, a member of a Ca2+
ATPase family. Cell 58, 133-145.

Rutherford JC, Jaron S, Ray E, Brown PO, Winge DR (2001) A second iron-regulatory system in
yeast independent of Aftlp. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 98, 14322-14327.

Saporitoirwin SM, Birse CE, Sypherd PS, Fonzi WA (1995) Phrl, A Ph-Regulated Gene of
Candida-Albicans, Is Required for Morphogenesis. Molecular and Cellular Biology 15, 601-613.

Schilke B, Voisine C, Beinert H, Craig E (1999) Evidence for a conserved system for iron
metabolism in the mitochondria of Saccharomyces cerevisiae. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S A 96,
10206-10211.

Schmelzle T, Helliwell SB, Hall MN (2002) Yeast protein kinases and the RHO1 exchange factor
TUSL1 are novel components of the cell integrity pathway in yeast. Mol.Cell Biol. 22, 1329-1339.

Schmidt A, Schmelzle T, Hall MN (2002) The RHO1-GAPs SAC7, BEM2 and BAG7 control distinct
RHOL1 functions in Saccharomyces cerevisiae. Mol.Microbiol. 45, 1433-1441.



Schneider KR, Smith RL, O'Shea EK (1994) Phosphate-regulated inactivation of the kinase
PHO80-PHO85 by the CDK inhibitor PHO81. Science 266, 122-126.

Serrano R (1996) Salt tolerance in plants and microorganisms: toxicity targets and defense
responses. Int.Rev.Cytol. 165, 1-52.

Serrano R, Bernal D, Simon E, Arino J (2004) Copper and iron are the limiting factors for growth of
the yeast Saccharomyces cerevisiae in an alkaline environment. J.Biol.Chem. 279, 19698-19704.

Skulachev VP (2002) Programmed death in yeast as adaptation? FEBS Lett. 528, 23-26.

Sopko R, Huang D, Preston N, Chua G, Papp B, Kafadar K, Snyder M, Oliver SG, Cyert M,
Hughes TR, Boone C, Andrews B (2006) Mapping pathways and phenotypes by systematic gene
overexpression. Mol.Cell 21, 319-330.

Stathopoulos AM, Cyert MS (1997) Calcineurin acts through the CRZ1/TCN1-encoded transcription
factor to regulate gene expression in yeast. Genes Dev. 11, 3432-3444.

Stearman R, Yuan DS, Yamaguchi-lwai Y, Klausner RD, Dancis A (1996) A permease-oxidase
complex involved in high-affinity iron uptake in yeast. Science 271, 1552-1557.

Stevens TH, Forgac M (1997) STRUCTURE, FUNCTION AND REGULATION OF THE
VACUOLAR (H+)-ATPase. Annual Review of Cell and Developmental Biology 13, 779-808.

Su SS, Mitchell AP (1993a) Molecular characterization of the yeast meiotic regulatory gene RIM1.
Nucleic Acids Res. 21, 3789-3797.

Su SSY, Mitchell AP (1993b) Identification of Functionally Related Genes That Stimulate Early
Meiotic Gene-Expression in Yeast. Genetics 133, 67-77.

Swain E, Stukey J, McDonough V, Germann M, Liu Y, Sturley SL, Nickels JT, Jr. (2002) Yeast cells
lacking the ARV1 gene harbor defects in sphingolipid metabolism. Complementation by human
ARV1. J.Biol.Chem. 277, 36152-36160.

Tamai Y, Tohe A, Oshima Y (1985) Regulation of Inorganic-Phosphate Transport-Systems in
Saccharomyces Cerevisiae. Journal of Bacteriology 164, 964-968.

Thiele DJ (1988) ACEL regulates expression of the Saccharomyces cerevisiae metallothionein
gene. Mol.Cell Biol. 8, 2745-2752.

Tilburn J, Sarkar S, Widdick DA, Espeso EA, Orejas M, Mungroo J, Penalva MA, Arst HN, Jr.
(1995) The Aspergillus PacC zinc finger transcription factor mediates regulation of both acid- and
alkaline-expressed genes by ambient pH. EMBO J. 14, 779-790.

Toh-e A, Kakimoto S (1975) Genes coding for the structure of the acid phosphatases in
Saccharomyces cerevisiae. Mol.Gen.Genet. 143, 65-70.

Tokes-Fuzesi M, Bedwell DM, Repa |, Sipos K, Sumegi B, Rab A, Miseta A (2002) Hexose
phosphorylation and the putative calcium channel component Midlp are required for the hexose-
induced transient elevation of cytosolic calcium response in Saccharomyces cerevisiae.
Mol.Microbiol. 44, 1299-1308.

Torres J, Di Como CJ, Herrero E, de la Torre-Ruiz MA (2002) Regulation of the cell integrity
pathway by rapamycin-sensitive TOR function in budding yeast. J.Biol.Chem. 277, 43495-43504.

Urbanowski JL, Piper RC (1999) The iron transporter Fthlp forms a complex with the Fet5 iron
oxidase and resides on the vacuolar membrane. J.Biol.Chem. 274, 38061-38070.



van der Rest ME, Kamminga AH, Nakano A, Anraku Y, Poolman B, Konings WN (1995) The
plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae: structure, function, and biogenesis.
Microbiol.Rev. 59, 304-322.

van Drogen F, Peter M (2002) Spa2p functions as a scaffold-like protein to recruit the Mpklp MAP
kinase module to sites of polarized growth. Curr.Biol. 12, 1698-1703.

Vay HA, Philip B, Levin DE (2004) Mutational analysis of the cytoplasmic domain of the Wsc1 cell
wall stress sensor. Microbiology 150, 3281-3288.

Verna J, Lodder A, Lee K, Vagts A, Ballester R (1997) A family of genes required for maintenance
of cell wall integrity and for the stress response in Saccharomyces cerevisiae.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S A 94, 13804-13809.

Viladevall L, Serrano R, Ruiz A, Domenech G, Giraldo J, Barcelo A, Arino J (2004)
Characterization of the calcium-mediated response to alkaline stress in Saccharomyces cerevisiae.
J.Biol.Chem. 279, 43614-43624.

Vilella F, Herrero E, Torres J, de la Torre-Ruiz MA (2005) Pkcl and the upstream elements of the
cell integrity pathway in Saccharomyces cerevisiae, Rom2 and Mtll, are required for cellular
responses to oxidative stress. J.Biol.Chem. 280, 9149-9159.

Vincent O, Rainbow L, Tilburn J, Arst HN, Penalva MA (2003) YPXL/I is a protein interaction motif
recognized by Aspergillus PalA and its human homologue, AIP1/Alix. Molecular and Cellular
Biology 23, 1647-1655.

Watanabe Y, Takaesu G, Hagiwara M, Irie K, Matsumoto K (1997) Characterization of a serum
response factor-like protein in Saccharomyces cerevisiae, RIm1, which has transcriptional activity
regulated by the Mpkl (Slt2) mitogen-activated protein kinase pathway. Mol.Cell Biol. 17, 2615-
2623.

Winkler A, Arkind C, Mattison CP, Burkholder A, Knoche K, Ota | (2002) Heat stress activates the
yeast high-osmolarity glycerol mitogen-activated protein kinase pathway, and protein tyrosine
phosphatases are essential under heat stress. Eukaryot.Cell 1, 163-173.

Withee JL, Sen R, Cyert MS (1998) lon tolerance of Saccharomyces cerevisiae lacking the
Ca2+/CaM-dependent phosphatase (calcineurin) is improved by mutations in URE2 or PMAL.
Genetics 149, 865-878.

Wurst H, Shiba T, Kornberg A (1995) The gene for a major exopolyphosphatase of Saccharomyces
cerevisiae. J.Bacteriol. 177, 898-906.

Wykoff DD, O'Shea EK (2001) Phosphate transport and sensing in Saccharomyces cerevisiae.
Genetics 159, 1491-1499.

Xu W, Mitchell AP (2001) Yeast PalA/AIP1/Alix homolog Rim20p associates with a PEST-like
region and is required for its proteolytic cleavage. J.Bacteriol. 183, 6917-6923.

Yamaguchi-lwai Y, Serpe M, Haile D, Yang W, Kosman DJ, Klausner RD, Dancis A (1997)
Homeostatic regulation of copper uptake in yeast via direct binding of MAC1 protein to upstream
regulatory sequences of FRE1 and CTR1. J.Biol.Chem. 272, 17711-17718.

Yamaguchi-lwai Y, Stearman R, Dancis A, Klausner RD (1996) Iron-regulated DNA binding by the
AFT1 protein controls the iron regulon in yeast. EMBO J. 15, 3377-3384.



Yamaguchi-lwai Y, Ueta R, Fukunaka A, Sasaki R (2002) Subcellular localization of Aftl
transcription factor responds to iron status in Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 277, 18914-
18918.

Yenush L, Mulet JM, Arino J, Serrano R (2002) The Ppz protein phosphatases are key regulators
of K+ and pH homeostasis: implications for salt tolerance, cell wall integrity and cell cycle
progression. EMBO J. 21, 920-929.

Yokoyama H, Mizunuma M, Okamoto M, Yamamoto J, Hirata D, Miyakawa T (2006) Involvement
of calcineurin-dependent degradation of Yaplp in Ca(2+)-induced G(2) cell-cycle regulation in
Saccharomyces cerevisiae. EMBO Rep.

Yoshimoto H, Saltsman K, Gasch AP, Li HX, Ogawa N, Botstein D, Brown PO, Cyert MS (2002)
Genome-wide analysis of gene expression regulated by the calcineurin/Crz1p signaling pathway in
Saccharomyces cerevisiae. J.Biol.Chem. 277, 31079-31088.

Yuan DS, Stearman R, Dancis A, Dunn T, Beeler T, Klausner RD (1995) The Menkes/Wilson
disease gene homologue in yeast provides copper to a ceruloplasmin-like oxidase required for iron
uptake. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 92, 2632-2636.

Yun CW, Tiedeman JS, Moore RE, Philpott CC (2000) Siderophore-iron uptake in saccharomyces
cerevisiae. ldentification of ferrichrome and fusarinine transporters. J.Biol.Chem. 275, 16354-
16359.

Zarzov P, Mazzoni C, Mann C (1996) The SLT2(MPK1) MAP kinase is activated during periods of
polarized cell growth in yeast. EMBO J. 15, 83-91.

Zhao C, Jung US, Garrett-Engele P, Roe T, Cyert MS, Levin DE (1998) Temperature-induced
expression of yeast FKS2 is under the dual control of protein kinase C and calcineurin
83. Mol.Cell Biol. 18, 1013-1022.



6. ARTICULOS




ARTICULO 1



Molecular Microbiology (2002) 46(5), 1319—1333

The transcriptional response to alkaline pH in
Saccharomyces cerevisiae: evidence for calcium-

mediated signalling

Raquel Serrano,' Amparo Ruiz,' Dolores Bernal,’
James R. Chambers? and Joaquin Arifo'
'"Departament de Bioquimica i Biologia Molecular,
Facultat de Veterinaria, Universitat Autonoma de
Barcelona, Bellaterra, E-08193, Barcelona, Spain.
2Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA 92008, USA.

Summary

The short-time transcriptional response of yeast cells
to a mild increase in external pH (7.6) has been inves-
tigated using DNA microarrays. A total of 150 genes
increased their mRNA level at least twofold within
45 min. Alkalinization resulted in the repression of
232 genes. The response of four upregulated genes,
ENA1 (encoding a Na*-ATPase also induced by saline
stress) and PHO84, PHO89 and PHO12 (encoding
genes upregulated by phosphate starvation), was
characterized further. The alkaline response of ENA1
was not affected by mutation of relevant genes
involved in osmotic or oxidative signalling, but was
decreased in calcineurin and rim701 mutants.
Mapping of the ENA71 promoter revealed two pH-
responsive regions. The response of the upstream
region was fully abolished by the drug FK506 or
mutation of CRZ1 (a transcription factor activated by
calcium/calcineurin), whereas the response of the
downstream region was essentially calcium indepen-
dent. PHO84 and PHO12 responses were unaffected
in crz1 cells, but required the presence of Pho2 and
Pho4. In contrast, part of the alkali-induced expres-
sion of PHO89 was maintained in pho4 or pho2
cells, but was fully abolished in a crz1 strain or in
the presence of FK506. Heterologous promoters car-
rying the minimal calcineurin-dependent response
elements found in ENA1 or FKS2 were able to drive
alkaline pH-induced expression. These results dem-
onstrate that the transcriptional response to alkaline
pH involves different signalling mechanisms, and that
calcium signalling is a relevant component of this
response.
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Introduction

Fast adaptation to stressing environmental changes is
often a requirement for cell survival. Although post-
transcriptional mechanisms can play an important role
in stress response, in many cases, adaptation involves
remodelling gene expression and is mediated by induction
or repression of a more or less specific set of genes
(Estruch, 2000).

Saccharomyces cerevisiae grows well in a relatively
wide range of external pH, although it proliferates more
rapidly at acidic pH. An important factor for the mainte-
nance of an acidic environment is the yeast plasma mem-
brane H*-ATPase, which actively extrudes protons. This
activity generates a proton gradient, which drives the
import of many nutrients and cations (van der Rest et al.,
1995; Serrano, 1996) and is essential for survival. There-
fore, even exposure to a mild alkaline environment can be
considered as a stress condition.

Regulation of gene expression by alkaline pH was first
identified in the fungi Aspergillus nidulans, which facili-
tates adaptation for growth at a very wide pH range, and
it has also been described in other fungi, such as Candida
albicans, in this case linked to filamentous growth (for a
review, see Denison, 2000). The response to alkaline pH
in A. nidulans relies on the proteolytic activation of the
PacC transcription factor. Homologues of this factor have
been found in S. cerevisiae (Rim101), Yarrowia lipolytica
and C. albicans (Lambert et al.,, 1997; Li and Mitchell,
1997; Ramon et al., 1999). At least in part, the transduc-
tion pathway that leads to the activation of the transcrip-
tion factor is also conserved (Denison etfal, 1998).
However, some aspects of the signalling mechanisms in
A. nidulans do not reproduce fully in other fungi. For
instance, cleavage of Rim101 occurs under both acidic
and alkaline growth environments (Li and Mitchell, 1997),
and the possibility of Rim101-independent pathways has
been postulated recently in C. albicans (Davis et al., 2000)
and Saccharomyces cerevisiae (Lamb et al., 2001).

In contrast to other fungi, the study of alkaline response
in S. cerevisiae has received little attention. This is some-
what surprising, as the powerful genetics and genomics
of budding yeast make this model organism a great tool
for increasing our relatively scarce knowledge about how
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pH changes are detected, and how this information is
internalized and transmitted. Furthermore, as external pH
is very easy and inexpensive to monitor and modify, the
promoters of alkali-inducible genes may represent useful
tools for large-scale gene expression. However, when this
work was initiated, the number of Saccharomyces genes
known to be responsive to alkalinization of the medium
was surprisingly small: ENA1, encoding a P-type Na*-
ATPase essential for sodium detoxification (Garciadeblas
etal, 1993; Mendoza etal, 1994), SHC1 and SCY1
(Hong etal, 1999), and only during its development
has more extensive information on the transcriptional
response of S. cerevisiae cells to alkaline conditions
become available (Causton etal., 2001; Lamb etal.,
2001). The first report evaluated the genomic response to
a rather large pH shift (pH 4-8) and found 71 genes that
increased expression at least 2.1-fold after 2 h. The sec-
ond report provided a detailed time course analysis of the
transcriptional response after shifting the cells from pH 6
to 7.9, identifying almost 500 genes induced at least
threefold. These studies were based on different technol-
ogies, and their results showed a relatively poor overlap.
In addition, we had experimental evidence for a number
of genes that large strain-to-strain differences in the tran-
scriptional response to alkaline pH could exist, suggesting
that there could be additional pH regulation targets that
could be missed. Furthermore, we considered that a more
detailed study of the signalling pathways responsible for
this transcriptional response was required to understand
how budding yeast identifies and adapts to alkaline pH
stress.

Consequently, we report here a genome-wide analysis
of the short-term transcriptional response of yeast cells to
a mild alkalization of the extracellular medium, followed by
a detailed analysis of the response of the ENA1, PHO84,
PHO89 and PHO12 genes, revealing that the alkaline
response involves different components and that calcium
signalling participates in this response.

Time of Induction (min)

NI 510 25 45 S NI 10

Time of Induction (min)

Results

Genome-wide analysis of the yeast transcriptional
response to alkaline pH

The response of the genome of S. cerevisiae to mild
alkaline conditions has been evaluated by DNA microar-
ray analysis. It has been shown that transcriptional
responses differ substantially in their timing after stress
and that monitoring at different time points is essential.
For that reason, analysis was carried out using mRNA
from wild-type yeast cells exposed to pH 7.6 for 5, 25 and
45 min. Our results indicate that 150 genes were induced
at least twofold at one or more of the time points tested.
They can be found, grouped into functional families, in
Table 1. A significant number of genes involved in phos-
phate transport and metabolism, as well as in ion trans-
port and homeostasis (particularly of copper and iron),
appear to be upregulated by mild alkaline conditions.
A remarkable effect on genes involved in transcription
and RNA processing was also observed. More than
one-third of the induced genes (57) did not have a well-
characterized function. The response to alkaline pH was
fast and transient in some cases, but slower and more
sustained in others. About one-third of the genes (42
cases, denoted as ‘E’ in Table 1) showed a peak response
after 5 min. This is a very fast response, comparable with
that obtained for specific responsive genes after exposure
of cells to osmotic stress. It should be noted, however, that
only a subset of genes was responsive to both alkaline
and saline stresses (see specific examples in Fig. 1,
where the response of several genes of interest is docu-
mented by Northern blot analysis, and Discussion).
The response of other genes, such as FRE1, ARN3 and
FIT2, was also confirmed using LacZ fusion assays (not
shown).

We have also detected an at least threefold decrease
in 232 genes, which are listed in Table 2, grouped into
functional families. It is remarkable that the expression of

Fig. 1. Northern blot analysis of representative
genes. Total RNA from cells grown in YPD at

45 pH 6.4 (NI), exposed for the indicated times to
pH 7.6 or for 10 min to 0.4 NaCl (S) was elec-

ENA1 - - ADE13 W S

vTC3 — - ADE12
PHOB84 " RPL28 - -

trophoresed, transferred to membranes and
probed with an ENA1 Xbal-Xbal fragment
(1.6 kbp) or the entire ORF of VTC3/PHMZ2
(2.5 kbp), PHO84 (1.7 kbp), PHOB89 (1.6 kbp),
RPL28A (0.96 kbp), ADE12 (1.3 kbp) and
ADE13 (1.4 kbp). The signal of RPL28A,
unmodified after the treatments, is included for
reference.

PHOB89 (.-

RPL28 | e @BE8
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Table 1. Classification into functional families of ORFs whose transcripts are induced at least twofold after alkaline pH stress.

[ ORF Gene  -Fold Time Function ] ORF Gene  -Fold Time Function
Carbohydrate Metabolism / Energy YDR353W TRR1 46 (%) | Thioredoxin reductase
YBR111C YSA1 21 | Nucleoside diphosphate-sugar hydrolase
YOR374W  ALD4 6.8 Mitochondrial aldehyde dehydrogenase YMR175W  SIP18 21 | Induced by osmotic stress
YPLOB1W ALDE 50(* | Acetaldehyde dehydrogenase
YOR095C  RKI1 33 | Ribose-5-phosphate ketol-isomerase Protein degradation / synthesis / modification
YELO71W DLD3 3.9(*) |  D-lactate dehydrogenase
YIL162W suc2 46 E  Sucrose utilization YERO12W  PRET 21 | 208 proteasome subunit C11(betad)
YDR178W  SDH4 2.4 E  Subunit succinate dehydrogenase complex YGR135W  PRE9 22 i 208 proteasome subunit Y13 (alpha3)
YCR005C CIT2 41 | Peroxisomal citrate synthase YLR120C YPS1 27 E GPl-anchored aspartyl protease
YPL154C PEP4 21 E Vacuolar aspartyl protease
Phosphate transport / metabolism YDRO37W  KRS1 22 | tRna synthetase. lysy!
YDRO41W  RSM10 20 E Mitochondrial ribosomal small subunit
YBR296C ~ PHO89 32 E High-affinity Na+-phosphate symporter YDR418W  RPL12B  22(%) | Ribosomal protein L12B
YHR215W PHO12 22 L Inducible, secreted acid phosphatase YNLOO2C RLP7 20 | Similarity to ribosomal proteins
YML123C  PHOB84 127 L H+/phosphate permease YOL127TW  RPL25 37 L Ribosomal protein L25
YJLO12C VTC4 29 | Putative polyphosphate synthetase
YPLO19C VTC3 22 L Putative polyphosphate synthetase Protein degradation / synthesis / modification (cont.)
YERQO72W vTC1 2.5 L Putative polyphosphate synthetase
YMRO60C TOM37 3.1 L Outer membrane translocase
Other metabolism YBR110W  ALGT 53 | Beta-1.4-mannosyltransferase
YBR205W  KTR3 3.0 | Putative alpha-1.2-mannosyltransferase
YLR303W  MET17 2.2 I Methionine biosynthesis YMR101C ~ SRT1 20 L Cis-prenytransferase (putative)
YKLOO1C MET14 42 | Sulfate assimilation
YGLO37C PNC1 23 E Pyridine nucleotide cycle Other
YML106W  URAS 50 | Pyrimidine biosynthesis
YPLOS7C SUR1 22 | Sphingolipid metabolism YALOS9OW ECM1 20 | Cell wall biogenesis
YLROS6W  ERG3 21 L  Sterol metabolism YGR0O08C  STF2 23 E Cell wall maintenance
YOL165C AAD15 28 | Hypothetical aryl-alcohol dehydrogenase YKLO9BW CWpP1 2 E Mannoprotein of the cell wall
YCR107W  AAD3 25 | Putative aryl-alcohol dehydrogenase YBR160W  CDC28 24 | Cyclin-dependent protein kinase
YFLOS6C AAD6 25 | Probable aryl alcohol dehydrogenase YNL307C MCK1 22 E Member of the GSK-3 family of protein kinases
YOR242C SSP2 3.7 L Sporulation
lon transport & homeostasis / Other transports YCR052W  RSC6 29 | Chromatin remodeling complex subunit
YCR00SC RVS161 21 | Actin-binding protein
YBR158W CST13 42 | Cu2+ 1on homeostasis (putative YBR179C FzO1 34 E Mitochondrial membrane GTPase
YLR214W  FRE1 74 1 lIron and copper homeostasis YIROT2W SQT1 25 | Ribosome biogenesis. putative
YOR382W  FIT2 66 L  Possibly nvolved in iron uptake YNLO36W  NCE703 7.6 E Secretion
YPL135W 1SU1 23 | Iron homoestasis YBR109C CMD1 28 | Calmodulin Ca+ binding
YELOB5W  ARN3 54 | Ferrioxamine B permease YGRO23W  MTL1 23 L Morphogenesis
YHL040C ARNT 24 L  Transport of ferrichromes YKLO43W PHD1 3.1 E Transcription factor involved in filamentous growth
YHL047C ARN2 3.9 L  Triacetylfusarinine C transporter
YMRO58W  FET3 26 L Cell surface ferroxidase Unknown
YPR124W CTR1 25 | Required for high-affinity uptake of copper
YDRO38C  ENAS 25 E  Na(+)ATPase ORF Gene  -Fold Time | [ ORF Gene  -Fold _ Time |
YDR040C ENAT 20 E Na(+) ATPase
YCRO11C ADP1 21 | Putative ATP-dependent permease YALO49C 26 | YKL175W ZRT3 23 L
YDRO11IW  SNQ2 31 | Putative ATP-dependent permease YALO53W 2.0 L YLR108C 23 |
YGLO77C HNM1 22 E  Choline permease YBL108W 3.2 L YLR186W 2.3 |
YGR121C MEP1 20 E  Ammonia permease YBRO04C 22 E YLR205C 22 1
YHR092C HXT4 23 E  Moderate- to low-affinity hexose transporter YBR207W FTH1 26 ! YLR327C 52 E
YIL170W HXT12 27 E Hexose transporter YBR287W 3.7 E YLR405W 21 L
YCLO5SC KRR1 23 | YLR414C 25 E
Transcription & RNA processing YCRO54C CTR86 3.0 | YMLOS8C-A 241 L
YDLO4BW 4.6 E YMLO59C 2.1 L
YBR112C cYcs 29 | General repressor YDL167C ARP1 26 | YML128C MSC1 3.0 E
YBR154C RPB5 72 | Shared subunit of RNA pol. 1 1. 11l YDL213C 3.7 | YML131W 2.9 i
YCLOBBW HMLo1 23 | Activates alpha-specific genes YDR161W TCI1 20 | YMRO031C 29 E
YJRO63W RPA12 21 | RNA polymerase | subunit YDR370C 50 | YMR173W DDRA48 54 |
YKRO25W  RPC37 20 | RNA polymerase |1l 37 kDa subunit YDR372C 27 | YMR173W-A 59 1
YPR110C RPC40 23 | Shared subunit of RNA pol. | and Ili YDR516C 23 E YMR251W-A HOR7 92 E
YLR136C TIS11 46 l Pol Il transcription YDR534C 2.5 L YMR304C-A 2.3 E
YDR395W  SXM1 23 | mRNA export. nuclear protein targeting YER150W  SP/7 27 E YMR316W DIA1 28 E
YHR170W  NMD3 22 | mRNA decay YGLOZOW 2.0 | YMR318C 2.8 |
YKLOOSW  MRT4 26 | mRNA decay YGL183C 50 | YNLO13C 26 L
YOL123W  HRP1 20 E  Nuclear polyA RNA-binding protein YGR187C  HGH1 20 ! YNL134C 27 |
YDRO83W  RRP8 29 | Ribosomal RNA processing YGR211W  ZPR1 20 | YNL149C 23 |
YHR169W  DBP8 21 | RNA helicase YGR213C RTA1 34 E YNL208W 22 |
YJL116C NCA3 9.7 | RNA processing/modification YGR243W 25 E YNL300W TOS6 22 L
YDRO087C RRP1 3.8 | rRNA processing YHL021C 21 E YOL150C 3.0 }
YJLO33W HCA4 35 | rRNA processing YHRO52W 22 | YOL151W GRE2 4.1 I
YOL142W  RRP40 22 | rRNA processing YHRO87W 24 E YOR049C 37 E
YDLOSIW  LHP1T 23 [ tRNA processing YHR138C 26 E YOR161C 2.4 E
YJL171C 24 E YPL183C 23 L
Stress response YKLO71W 13.8 |
YMR174C PAI3 4.5 | Osmotic stress response
YJR104C SOD1 21 | Copper-zinc superoxide dismutase
YKRO066C CCP1 26 | Cytochrome-c peroxidase
YCR021C HSP30 20 L  Heat shock protein
YDR513W GRX2 23 | Glutaredoxin

Data presented correspond to the maximal induction observed. Asterisks denote that the intensity of the hybridization signal was out of the linear
range of detection and therefore induction might be stronger than that presented here. The ‘Time’ column indicates the kinetics of response. Genes
showing the highest induction after 5 min at alkaline pH are denoted ‘E’ (Early). ‘I' (Intermediate) indicates a peak at 25 min, and ‘L (Late)
corresponds to genes that show the highest induction after 45 min at alkaline pH. Functional categories were assigned based on information
provided by MIPS (Mewes et al., 1999). Boldface indicates genes identified as responsive to a wide variety of stresses (Gasch et al., 2000; Causton

et al.,, 2001).

© 2002 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 46, 1319—1333
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Table 2. Classification into functional families of ORFs whose transcripts are repressed at least threefold after alkaline pH stress.

Amino acid metabolism
GCV1, GCV2, GCV3, ARG5,6, ARG4, ARG3, ARG1, ARG81, ARO9, ASN1, ASN2, BAT1, GDH1, CPA2, GLN1, HIS1, HIS4, HIS5, HIS7, ILV2,
ILV3, LEU1, LEU4, LYS20, LYS4, LYS12, LYS1, LYS9, MET6, STR2, MET22, SER1, SRY1, SHM1, SHM2, GAT1, SAM4, HOMZ2, TRP5

Purine biosynthesis
ADE1, ADE5,7, ADE3, ADE13, ADE4, ADE12, ADE2, IMD1, MTD1

Carbohydrate metabolism and energetics
GSY1, ADH5, PFK1, PGM2, PYK2, MAE1, PYC2, IDP1, ACO1, ATP15, ATP20, QCR6

Other metabolism

SUR2, ERG6, UPC2, OYE3, ACS2, DFR1

Cell growth and division

CLA4, CRN1, RNR4, RFC3, HHF1, CDC15, CKS1, SWI4, SIM1, FAR1, FAR3, MUM2, WTM1, NDD1, IME2

Transcription

HMRA1, BTT1, DAL81, TAF19, MCM1, RPA49, EGD1, DAT1, TAD2, SEN54, DIS3, FAL1, SMX2, CLF1, PSP2, DBP5
Protein synthesis and degradation

AOS1, UBA1, CCT7, HSP82, RPL34A, RPS7B, TUF1, RPL33B, RPL5, TIF5, YDR341c

Transport
CTP1, AGP1, YHM1, HXT12, HXT9, HXT8, GAL2, MDL1, AAC1, TAT2, HXT11, YOR383c, PMA2

Endocytosis and secretion
SEC4, KEX1, SEC9, SCD5, SEC16, YAP1801, ENT1, TLG2

Others
GFA1, EXG1, RLM1, SPR1, TIR1, SSA4, FLO8, GAL80, RTG1, EFD1, HAL5, RSE1, RGA2, YAK1, MTL1, HAC1, VMA13, SFL1

Unknown

YARO10C, YBR053C, YBL098W, YRO2, YBL101W-A, YBRO12W-A, YBR043C, YBR147W, YBR134W, YBR113W, NGR1, YCL0O20W, COS2,

YCLO42W, YCLO19W, OSH2, YDR380W, YEL045C, YER160C, YFL0O32W, YFR0O45W, YGLO10W, YGL117W, YGLO72C, YGL157W, YGR0O31W,
YGR102C, YGR182C, YHL021C, YHR029C, YILO39W, YIL041W, YIL105C, YIL122W, YJL160C, YJL200C, YJR0O26W, YKL105C, YLLO13C,

YLR037C, YLR0O89C, YLR177W, YLR186W, ECM22, YLR257W, YMLO39W, YML0O40W, GIS4, YLR427W, YML045W, YLR437C, YMLO10W,

YML095C-A, YMR051C, YMR046C, YMR048W, SNZ1, YMR124W, HAS1, YMR325W, YMR323W, YNL101W, YNL246W, YNR0O47W, YNL339C,
YOLO015W, YOLO63C, INP54, YOL022C, MSB4,TIR2, PTC5, YOR108W, YOR138C, YOR203W, YOR223W, YOR192C, YPL133C, YPRO011C,

YPRO12W, YPL281C, YPR0O14C, YPR022C, YPL229W, YPR0O37C

Boldface indicates genes identified as responsive to a wide variety of stresses (Gasch et al., 2000; Causton et al., 2001).

a large number of amino acid biosynthetic genes was
reduced. The effect seems to be quite general, as path-
ways for the biosynthesis of most amino acid families
are affected. In addition, the expression of most genes
involved in purine biosynthesis, a pathway responsible for
de novo generation of AMP, was also severely affected
(Table 2 and Fig. 1). This is not a general effect on nucle-
otide metabolism, as the pyrimidine biosynthetic pathway
was not affected.

Characterization of the response of genes ENA1, PHO84,
PHO89 and PHO12 to alkaline pH

Four alkali-upregulated genes were selected as models
for further characterization on the basis of the different
timing of their response and their transcriptional respon-
siveness to other stress situations, such as saline (ENAT)
or phosphate starvation stress (PHO84, PHO89 and
PHO12). As shown in Table 1 and Fig. 1, the kinetics of
the transcriptional response to alkaline pH can be rather
different from gene to gene. For instance, PHO89 and
ENAT1 show a very rapid (and transient) response, within
the first 5-10 min, whereas PHO84 and PHO12 are only

induced after 30 min of exposure to alkaline pH. These
differential kinetics were confirmed using LacZ transla-
tional fusions (not shown). The same reporter constructs
were used to demonstrate that the sensitivity to alkaline
stress can also differ from gene to gene (Fig. 2). A sub-
stantial increase in expression can be observed for
PHO84 even below neutral pH, and most of the response
is achieved barely above pH 7.0, with no further increase
above pH 7.7-7.9. In contrast, the ENAT and PHO89 pro-
moters require a stronger signal. For instance, ENA1
expression remains quite low until pH rises above 7.5.
The ENA1/PMR2A gene has a complex transcriptional
response, as it is rapidly induced by osmotic shock, as
well as by exposure to toxic concentrations of Na* or Li*
and by alkaline pH. The Northern blot experiment shown
in Fig. 1 suggested that the increase in ENAT expression
upon shift to pH 7.6 could be as strong as that obtained
after osmotic shock. This was tested further by comparing
the change in B-galactosidase activity of an ENAT1-LacZ
transcriptional fusion (pKC201) in wild-type cells shifted
from pH 6.4 (13+ 2 Units) to pH 7.6 (200 9), pH 8.0
(393 + 49) or made 0.4 M NaCl (276 + 53 Units). There-
fore, the response to high pH of the ENAT promoter can
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Fig. 2. Differential sensitivity of genes ENA1, PHO84, PHO89 and
PHO12 to alkaline stress. Wild-type DBY746 cells were transformed
with plasmids pKC201 (squares), pPHO84-LacZ (circles), pPHO89-
LacZ (diamonds) or pPHO12-LacZ (triangles). Cells were shifted from
pH 5.5 to the indicated pH and then grown for the periods of time and
under the conditions stated in Experimental procedures (except that,
for pH < 7.2, 50 mM Bis-Tris was used as buffer) before assay -
galactosidase activity. Data are expressed as the percentage of the
maximal response obtained for each plasmid and correspond to a
representative experiment.

be similar or even higher than that produced, under equiv-
alent conditions, by an osmotic shock. However, the
observation that a mutant lacking the Hog1 mitogen-
activated protein (MAP) kinase, which mediates re-
sponses to osmotic stress (Marquez and Serrano, 1996),
does not show a reduced alkaline pH response (Fig. 3)
suggests that the osmotic sensing pathway is not involved
in the response of ENAT1 to alkaline pH. Mutation of the
MSN2/MSN4 genes, encoding transcription factors
involved in the general stress response through binding
to the stress response element (STRE), did not reduce
ENAT1 expression after exposure to high pH (in fact, the
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response was even stronger in this mutant), nor did the
absence of Yap1, a transcription factor required for effi-
cient response to oxidative stress. In addition, a strain with
a non-functional SLT2/MPK1 gene, which codes for a
MAP kinase involved in the maintenance of cell integrity,
did not result in impaired expression. In contrast, we con-
firmed the previous finding (Lamb et al., 2001) that cells
lacking the RIM101 gene, a homologue of the A. nidulans
PacC required for alkaline response in this organism, dis-
play reduced ENAT expression in response to alkaline pH
(it must be noted, however, that the degree of Rim101
dependence can be variable, as we have found that muta-
tion of this gene in an otherwise wild-type background
yields an essentially full response). Finally, alkaline pH
response was consistently reduced in cells lacking the
CNB1 gene, encoding the regulatory subunit of the Ca?*/
calmodulin-dependent Ser/Thr protein phosphatase cal-
cineurin. This was indicative that calcium signalling could
play a role in the alkaline response.

A similar analysis was carried out for the PHOB84,
PHO89 and PHO12 promoters. As shown in Fig. 4, lack
of Pho2 or Pho4, required for the expression of genes that
respond to phosphate starvation, fully abolished the alka-
line response of PHO84 and PHO12, whereas in the case
of PHOB89, a partial response could still be detected. Dele-
tion of both PHOZ2/4 genes had an additive effect, leading
to an almost complete lack of PHO89 induction. For all
three genes, deletion of PHO81, encoding a positive reg-
ulatory protein of the phosphate pathway, mimicked the
deletion of PHO2 or PHO4. Interestingly, we have verified
that cells lacking the PHO2, PHO4 or PHO81 genes
display a growth defect under alkaline conditions (not
shown). A very relevant result was derived from the use
of a cnb?1 mutant. Alkaline induction of PHO84 and
PHO12 was essentially unmodified by this mutation. In
contrast, the response from the PHO89 promoter was

400 Fig. 3. Response of the ENA1 gene to alkaline
stress in cells lacking essential components of
> different stress response pathways. The indi-
-‘§ 300 I l .T. cated strains were transformed with plasmid
= ] pKC201. Cultures were subjected to alkaline
g ] T stress (pH 8.0), and B-galactosidase activity
o was measured after 60 min in non-stressed
@ 200 (filled bars) or stressed (empty bars) cells. Data
R are mean + SEM from three to six independent
2 clones.
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Fig. 4. Characterization of PHO84, PHO89 and PHO12 response to
high pH in different mutant strains. The indicated strains were trans-
formed with plasmids pPHO84-LacZ, pPHO89-LacZ or pPHO 12—
LacZ, and cultures were subjected to alkaline stress (pH 8.0) for

90 min (pPHO84-LacZ and pPHO89-LacZ) or 120 min (pPHO12—
LacZ). B-Galactosidase activity was measured in non-stressed (filled
bars) or stressed (empty bars) cells. Data are mean + SEM from six
independent clones.

completely lost, suggesting that calcium signalling plays
a fundamental role in alkaline pH activation of the PHO89
promoter.

A remarkable outcome from these experiments was that
calcineurin appeared to mediate the effects of alkaline
stress on the expression of ENAT (in part) and PHO89
(fully), suggesting a role for calcium signalling in the alka-
line response. To verify this possibility further, we tested
all four promoters under alkaline pH or high calcium, either
in the presence of FK506, a drug that inhibits calcineurin,

or in cells lacking Crz1/Tcn1/Hal8, the transcription factor
that mediates a number of calcium-dependent, cal-
cineurin-mediated transcriptional responses (Matheos
et al.,, 1997; Stathopoulos and Cyert, 1997). As shown in
Fig.5, PHO84 and PHO12 did not respond to calcium,
and their alkaline response was not compromised by incu-
bation with FK506 or in the absence of Crz1. As expected,
the response of ENAT to calcium was fully abolished by
FK506 and by lack of CRZ1, whereas the alkaline
response was only partially lost in both cases. Finally,
PHO89 was able to respond with roughly equal potency
to alkaline pH and high calcium, and these responses
were completely lost when cultures were grown in the
presence of FK506 or when cells were deficient for Crz1
function. These results confirm the notion that calcium
mediates the alkaline response of ENA1 and PHOS89,
partially in the first case and completely in the second
one.

Functional mapping of the ENA1 promoter reveals a
calcium-dependent and a calcium-independent pH-
responsive region

To identify the region(s) in the ENA1 promoter responsible
for the alkaline pH response, a preliminary mapping
based on CYC1-LacZ reporter constructs containing dif-
ferent regions of the ENA1 gene promoter (Alepuz et al.,
1997) was made (not shown). This allowed us to identify
the region between nucleotides (nt) —853 to —358 as
responsible for pH response. A more detailed mapping
(Fig. 6) showed that a region between nt —742 and —490
(pMP211) was fully able to elicit the alkaline response.
This region is rather complex and contains most of the
regulatory elements relevant for ENAT expression
described so far (see Discussion). Within this region, a
fragment from nt —751 to —667 (pMR706) did produce a
significant response, whereas an adjacent downstream
region (—681 to -565, pMR605), containing the AGGGG
sequence matching a typical STRE, was essentially inac-
tive. The evidence that relevant elements might lie further
downstream in the promoter was obtained by testing con-
structs pMP212, pMP209 and pMP213, which showed
that a small region from nt -573 to —490 was sufficient
to elicit a very substantial part of the ENA1 alkaline
response. Therefore, it appears that the Na*-ATPase pro-
moter contains at least two separate elements that could
act as targets for signal(s) triggered by exposure to alka-
line conditions. For descriptive purposes, the upstream
region will be denoted as ARR1 (for alkaline responsive
region) and the downstream segment as ARR2 (see
Fig. 6 for sequence information).

The evidence that part of the alkaline pH response of
the ENAT promoter may be mediated by calcium and the
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350 4 Fig. 5. Dependence of a functional calcineurin
pathway on high pH response of ENAT,
300 A I PHO84, PHO89 and PHO12. Wild-type
I [ DBY?746 or the isogenic strain EDN92 (crz1)
250 J :F was transformed with plasmids pKC201
(ENAT), pPHO84—-LacZ (PHO84), pPHO89—
200 J LacZ (PHO89) or pPHO12—-LacZ (PHO12) and

subjected to alkaline stress (pH 8.0, empty
bars) or CaCl, addition to the medium (0.2 M,

150 4 dotted bars), as described in Experimental pro-
1 cedures, in the presence or absence of the drug
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presence of a CDRE element within ARR1 prompted us pMRK213, respectively, and tested for the ability to drive
to undertake a more detailed analysis. To this end, the transcription under conditions that would impair a cal-
regions from nt —742 to -577 (containing the CDRE ele- cium-mediated response. As shown in Fig.7, plasmid
ment) and from -573 to —490 (ARR2) were cloned into pMRK212 exhibited an alkaline- and calcium-dependent
plasmid pSLFA-178K to yield plasmids pMRK212 and response that was, in both cases, fully abolished in the

pMP206 no insertion i
PMP204 _1300 |37 —— 1+
pMR805 861 [ ]-565 —H
pMR705 751 [ -s65 —H
pMR605 681 [ -565 n
pMR706 -751 D-SG? )
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ARR1 © ®
- 751 GATCTTCAATCACAGAGGCAATGAGGGTGGCTGTGCAATGTAAACTTTCTTATCGCTTCCTGTTATGATTGATTACCATGCGCGG -~667
CDRE
ARR2
- 573 CAGGGTCTTAAACATCGCCGTGCGGCGTCATTTTGCGGGGCTCATCATTTATTTCCTACTTCTATGACGTTTGTTAGGGCAGGG -490
MIG CRE

Fig. 6. Functional mapping of the ENAT promoter in response to alkaline stress. Wild-type DBY746 cells were transformed with the indicated
constructs and exposed to alkaline stress (pH 8.0) for 60 min. The induced/non-induced B-galactosidase activity ratio is presented as mean + SEM
from six independent clones. The segments of the ENAT promoter included in each plasmid are denoted by boxes, and their relative position is
indicated by numbers (nt positions from the initiating Met codon) flanking each box. Relevant known regulatory elements are depicted schemat-
ically as well as underlined within the nucleotide sequence of regions ARR1 and ARR2 (see text for further information). Details on the construction
of plasmids can be found in Experimental procedures.
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Fig. 7. Evidence for calcium-dependent and
calcium-independent pH-responsive regions in
the ENA1 promoter. The indicated strains were
transformed with the reporter plasmids
pMRK212 (-742/-577) and pMRK213 (-573/-
490), which contain the ARR1 and ARR2
regions of the ENA1 promoter respectively. 8-
Galactosidase activity was tested under condi-
tions described in the legend to Fig. 5. Data are
mean + SEM from three to six independent
clones. It should be noted that the pMRK
reporter constructs have a lower basal activity
than the pMP or pMR series, which accounts
for the apparent differences in induction when
compared with equivalent promoter fragments
shown in Fig. 6.
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presence of the calcineurin inhibitor FK506 or when the
experiment was performed in cells lacking calcineurin or
the calcineurin-activated transcription factor Crz1. In con-
trast, pMRK213 promoted a strong response to pH that
was essentially unaltered in the presence of FK506 or in
cells lacking CNB1 or CRZ1. These results demonstrate
that ENA1 response to alkaline pH due to ARR1 is trig-
gered by calcium, whereas the response involving ARR2
is essentially calcium independent.

Blocking of the Rim101- and calcineurin-dependent
pathways does not fully abolish alkaline pH response from
the ENA1 promoter

The evidence that rim101 cells display reduced expres-
sion from the ENA7 promoter under alkaline stress
prompted us to evaluate whether the calcineurin-
insensitive response driven from the ARR2 region of this
promoter could be Rim101 dependent. As shown in Fig. 8,

00 Fig. 8. Evidence for Rim101- and calcineurin-
] independent activation of the ENAT promoter
under alkaline stress. The indicated strains

20, were transformed with the plasmids depicted,
> and B-galactosidase activity was tested in the
S 204 absence of any treatment (filled bars) or after
‘g shifting to pH 8.0 in the absence (empty bars)
o 150 or the presence (dotted bars) of the drug FK506
@ (1.5 ug ml~"). Data are mean + SEM from six
o independent clones.
2 100
©
©
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Fig. 9. Calcineurin-dependent response ele-
ments are sufficient to elicit an alkaline pH
response. Wild-type DBY746 cells were trans-
formed with the reporter plasmid pLA, which
contains the —732/-711 CDRE found in the
ENAT promoter. Plasmids pAMS366, contain-
ing a tandem of four copies of the CDRE found
in FKS2, and pAMS364, carrying a mutated,
non-functional version of the tandem (Statho-
poulos and Cyert, 1997), were introduced into
wild-type or crz1 cells. Cells were grown in high

pH or high calcium in the presence or absence
of FK506 as indicated in the legend to Fig. 5.

- coAot oo+ o4t - -4-+ FKS506 Data are mean + SEM from three to six inde-
oLA wt crz1 wt crz1 pendent clones.
PAMS366 PAMS364

lack of Rim101 diminishes the expression of the reporter
gene from both ARR1 (pMRK212) and ARR2 (pMRK213)
regions. The activity driven from region ARR1 in rim101
cells was fully abrogated by incubation with the calcineurin
inhibitor FK506 but, interestingly, in the presence of this
drug, a significant response from region ARR2 was still
observed in rim101 cells. This suggests that a Rim101-
and calcineurin-independent pathway, able to modulate
the ENAT promoter, must exist and that this pathway acts
through the ARR2 region.

Calcineurin-dependent response elements are sufficient
to elicit an alkaline pH response

The evidence that CDRE-containing promoters, such as
ENA1 and PHOS89, can respond to alkaline pH in a cal-
cium-dependent manner led us to test whether such ele-
ments would be sufficient to generate a response to
alkaline stress. This was tested using the reporter plas-
mids pLA, containing only nt—-732 to =711 from the ENAT
promoter (i.e. the downstream CDRE described by Men-
dizabal et al., 2001), and pAMS366, which includes four
tandem copies of the CDRE found in the FKS2 promoter
(Stathopoulos and Cyert, 1997). As shown in Fig. 9, both
calcium-responsive elements were able to drive expres-
sion of the LacZ gene, and this ability was fully abolished
by incubation of the cells with FK506. Furthermore, a
mutated version of the FKS2 CDRE unable to bind Crz1
(Stathopoulos and Cyert, 1997) and to respond in the
presence of calcium ions (pPAMS364) also failed to induce
LacZ expression under alkaline pH stress.

Discussion

The analysis of the transcriptional response of yeast to
changing environmental conditions can provide not only
very relevant information about fundamental cellular func-
tions but also useful tools, such as regulatable promoters
suitable for gene expression studies or large-scale protein

production. As modification of the pH of the culture
medium is a very simple and inexpensive procedure, we
considered that it would be interesting to learn how many
S. cerevisiae genes would develop a transcriptional
response under mild alkaline stress (i.e. under conditions
that would not compromise cell growth) and to gain insight
into the molecular basis of the alkaline response in the
yeast S. cerevisiae.

We have found that about 150 genes can be induced
at least twofold under mild alkaline conditions. A relevant
question is how many of the pH-responsive genes
detected in this work are also induced in most other stress
conditions (i.e. heat shock, saline, reductive, oxidative,
starvation) and can therefore be considered members of
the set of genes involved in the general stress response.
By pooling our information with different sets of data
regarding the transcriptional response to other stress con-
ditions, such as heat shock, saline, oxidative, etc. (Gasch
et al., 2000; Posas et al., 2000; Rep et al., 2000; Causton
et al., 2001), we have found that 28 genes induced under
our conditions (Table 1) can be considered members of
the environmental stress response (ESR) or the common
environmental response (CER) gene categories (Gasch
et al.,, 2000; Causton et al., 2001). This does not mean
that the remaining genes display a fully specific response
to alkaline exposure, as the expression of a significant
number of them can also be modified to some extent
under a particular type of stress. For instance, about 65%
of the genes listed in Table 1 are also induced by saline
stress (Posas et al., 2000; Rep et al., 2000). This implies
that, although there is a relatively large number of genes
in which the alkaline and saline stress responses coin-
cide, these are most probably independent events, as
suggested by Lamb et al. (2001) and by our own results.

Our data show that a number of genes involved in
phosphate transport and metabolism appear to be upreg-
ulated by alkaline pH. These include not only PHO84 and
PHOB89, encoding high-affinity phosphate/H* and phos-
phate/Na* co-transporters, respectively (for a review, see
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Persson etal.,, 1999), and PHO12, a repressible acid
phosphatase, but also the recently characterized genes
VTC1/PHM4, VTC3/PHMZ2 and VTC4/PHM3. These
genes have been identified as members of a yeast chap-
erone family involved in the distribution of the vacuolar
H*-ATPase (Cohen etal., 1999), as well as possibly
responsible for polyphosphate synthesis at the vacuole
(Ogawa et al., 2000). Therefore, alkaline pH seems to
trigger a transcriptional response quite similar to that of
phosphate starvation. Our observation that lack of com-
ponents of the phosphate starvation response pathway
(such as PHOS81) abolishes the alkaline response of
PHO12 and PHOB84 suggests that exposure to alkali actu-
ally generates a situation of phosphate starvation that
would be responsible for the induction of some of these
genes. This hypothesis is reinforced by our observations
that pho2, pho4 and pho81 mutants display an alkaline-
sensitive phenotype and that, for PHO84 and PHO12, the
kinetics of transcriptional response to alkaline pH and
phosphate starvation are quite similar (not shown). How-
ever, the situation could be quite different in the case of
PHO89, as deduced from the faster pH response shown
in Fig. 1, the differential calcineurin-dependence docu-
mented in Fig. 4 and the observation that exposure to low
phosphate results in an induction almost insignificant
when compared with the increase in expression after shift
to alkaline pH (data not shown).

An additional function clearly disturbed by alkaline pH
conditions refers to copper and iron transport and homeo-
stasis. Components of both the AFT1/RCS1-regulated
(ARN1, ARN2 and ARN3) and the high-affinity ferrous
(FET3) siderophore-iron uptake system are induced, as
well as the predominant membrane-associated ferric and
cupric reductase encoded by FRE1. Most of these genes
are also induced when the availability of copper or iron is
markedly decreased (Askwith and Kaplan, 1998). As cop-
per and iron solubility can be reduced by alkaline pH, the
observed increase in expression might simply reflect a
decreased concentration of these cations in the medium.
Although quantitative determination by atomic absorption
spectrometry of both total and 0.22 um filterable copper
and iron present in the medium did not reveal significant
differences when control and alkaline media were com-
pared (data not shown), it is still possible that the actual
availability of these cations could be impaired by alkaline
conditions.

While this work was in progress, two reports have
addressed the study of changes in transcriptional
response after alkaline pH exposure. One of these (Lamb
etal., 2001) identified 71 candidate alkaline-responsive
genes that increased their mRNA level at least 2.1-fold
after 2 h of exposure to pH 8.0. Fourteen of these genes
are also identified in our study. The relatively low number
of genes found by these authors can possibly be attributed

to the transient nature of the mRNA increase, a feature
common to many responsive genes under a variety of
stresses. This is supported by the observation that, with
the only exception of PHO89 and ENA1, all 14 common
genes display an intermediate or late response in our
study. The second study (Causton et al., 2001) addressed
the evaluation of changes in expression after different
periods (from 10 to 100 min) of exposure to pH 7.9, and
reported 476 genes with at least a threefold increase at
any given time point. Interestingly, comparison of this set
of data with that presented in Table 1 reveals only 33
common genes. As microarray data are expressed as the
ratio between basal and stress conditions, a possible
explanation for this relatively low level of concordance
could be both the lower initial pH (6.0 versus 6.4 in our
case) and higher final pH used in this study (7.9 versus
7.6). In addition, the different yeast genetic background
used in these experiments could have a substantial influ-
ence, at least for a number of specific genes. In this
regard, we have tested the response of PHO84 and
PHOB89 promoters to pH 8.0 in five distinct yeast strains
using LacZ fusion assays, and found large differences
(more than 10-fold in some cases) in the non-induced/
induced ratio, essentially as a result of strain-to-strain
differences in the level of expression under non-induced
conditions (not shown).

Exposure of yeast to alkaline pH also results in a
decrease in the mRNA level of a set of genes. It should
be noted that this alkaline-induced decrease in expression
is largely independent of the general stress response. In
fact, only 21 out of 232 repressed genes (Table 2) are also
repressed by a variety of stresses (Gasch et al.,, 2000;
Causton et al., 2001). As exposure to different stress con-
ditions, such heat shock, oxidative or osmotic stress, has
been shown to slow growth and induce G1 arrest tran-
siently (Rowley et al., 1993; Lee et al., 1996; Belli et al.,
2001), it could be argued that the observed decrease in
expression of the amino acid and purine biosynthetic
genes could be part of a general downregulation effect on
the biosynthetic machinery, associated with slow growth.
However, this is probably not the case, as this decrease
has been observed under mild alkaline conditions
(pH 7.6), which do not alter growth in this strain, as judged
by monitoring cell growth rate and budding index (not
shown).

The selection of several alkaline pH-responsive genes,
also involved in other stress responses, combined with the
use of yeast mutants defective in different stress signalling
transduction pathways has provided a useful insight into
the molecular basis of the alkaline response. Our data
indicate that the alkaline effect on the ENA1 promoter
involves at least two different signalling pathways that
exclude the osmotic responsive, the general stress and
the oxidative response pathways. These pathways have
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different regions of the promoter as targets. The upstream
target (ARR1) essentially corresponds to the 3 CDRE
element (nt =727 to —719) recently dissected by Mendiz-
abal etal. (2001). We show, in agreement with these
authors, that the upstream, low-affinity Crz1-binding ele-
ment found in the ENAT promoter (nt —826 to —807) does
not contribute significantly to the alkaline response (com-
pare constructs pMR805 and pMR705 in Fig. 6). There-
fore, calcium signalling represents one of the components
of the ENA1 response to alkaline pH, which would explain
the previous finding that calcineurin was required for the
full response of ENAT to saline and alkaline conditions
(Mendoza etal., 1994). The downstream alkaline pH-
responsive region of ENAT (ARR2, nt -573 to —490),
which accounts for 60-70% of the response, is rather
complex and contains most of the regulatory elements
relevant for ENA1 expression described so far, such as
the Mig1-binding motif (533 to —544), which was charac-
terized as an upstream-repressing sequence regulated by
carbon source, as well as the Sko1-binding motif (-502 to
—-513), which is responsible for transcriptional repression
regulated by osmotic stress (Proft and Serrano, 1999).
However, the data presented here (Fig. 3) indicate that the
Hog1-mediated osmotic stress signal is not necessary for
alkaline induction of the ENAT promoter, and published
evidence suggested that a mig1 strain retains the ability
to induce an ENA1-LacZ reporter when shifted at high pH
(Alepuz et al., 1997). Furthermore, we have verified that
most of the response derived from the ARR2 region is
preserved in skol or mig1 mutants (not shown). There-
fore, it seems reasonable to assume that this region may
contain an unidentified regulatory element involved in
alkaline response.

The functional analysis of PHO84, PHO89 and PHO12
promoters reveals that ENA1 is not the only gene able to
be induced through a calcium-mediated mechanism after
exposure to high pH. Although response of PHO84 and
PHO12 is not affected by conditions that would block
calcium signalling, we confirm here the recent finding
(Yoshimoto et al., 2002) that expression of PHO89 can be
induced by external calcium, in agreement with the exist-
ence in its promoter of a CDRE-like consensus sequence
at positions —515 to —504. We also show that induction of
PHOB89 after alkaline stress is roughly equal in potency to
that observed after exposure to calcium, and that both
responses are fully dependent on the Cnb1 and Crz1
functions. Therefore, in the case of PHO89, the only sig-
nalling component for high pH seems to be calcium medi-
ated, which is in agreement with our finding that CDRE
sequences are sufficient to promote expression under
alkaline pH stress. From these observations, it would be
expected that a burst of intracellular calcium should follow
exposure to alkaline pH. An ongoing project in our labo-
ratory aims to monitor this hypothetical change in calcium
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levels and to identify the source of this cation. It is worth
noting that a very recent genome-wide survey on cal-
cineurin-mediated response to high calcium and sodium
(Yoshimoto et al., 2002) has identified about 160 genes
showing calcineurin dependence (defined as a >50%
response in cnb1 cells compared with the wild-type
strain). In addition, these authors provided a DNA consen-
sus sequence for Crz1 binding (GNGGC[G/T]CA). We
have found that 38 genes from our Table 1 correspond to
genes experimentally determined as calcineurin depen-
dent or containing the consensus Crz1-binding sequence
within the 1 kbp upstream untranslated region. This indi-
cates that, although we prove that placing a Crz1p site in
front of a reporter can make it pH responsive, not all genes
known to be activated through calcineurin or containing
putative Crz1 binding sites do respond to high pH. This is
perhaps because of the presence of additional regulatory
elements in these promoters.

The early finding that calcineurin mutants are alkali
sensitive (Nakamura et al., 1993) might lead to specula-
tion about the functional significance of calcium signalling
in adaptation to high pH conditions. However, it has been
reported that crz1 mutants are not sensitive to alkaline pH
(Stathopoulos and Cyert, 1997) and, in our hands, lack of
Crz1 results in only a very mild phenotype, much less
apparent that than produced by deletion of CNB1 (not
shown). As it has been shown that Crz1 is the major (if
not the only) effector of calcineurin-regulated gene
expression in yeast (Yoshimoto et al., 2002), it must be
concluded that, in budding yeast, the calcium-induced and
calcineurin-mediated transcription response is probably
not responsible for survival at high pH. This implies that
additional targets for calcineurin with a relevant role in
high pH adaptation must exist.

In addition to those cases in which the transcriptional
response could be secondary to alkaline-derived depriva-
tion of nutrients (such as perhaps PHO84 and PHO12),
from the data presented here and from recent evidence
(Lamb et al., 2001), it is clear that transcriptional response
to high pH in S. cerevisiae involves different signalling
pathways. One of these pathways would be mediated by
Rim101, as mutation of RIM101 results in poor growth
under high pH and failure to induce expression of several
genes under alkaline conditions, such as ARN4 and
YOL154w (Lamb et al., 2001). These same authors, how-
ever, reported other cases in which the response
appeared to be only partially Rim101 dependent or even
fully independent of the presence of the transcription fac-
tor. In fact, the existence of RIM101-independent alkaline
pH responses has also been proposed recently in the
case of C. albicans (Davis et al., 2000). We document
here the existence of a second, calcium-mediated path-
way that can be fully (PHO89) or partially (ENA1) respon-
sible for high pH response. The case of ENAT is
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particularly interesting, as we also show that blocking
of the calcium-mediated pathway in a rim707 mutant
does not fully abolish the transcriptional ENAT response
to high pH, suggesting that additional, Rim101- and
calcineurin-independent pathways involved in the alkaline
pH response may exist in S. cerevisiae.

Experimental procedures
Yeast strains and growth conditions

Yeast cells were grown at 28°C in YPD medium (10 g I-" yeast
extract, 20 g I”' peptone and 20 g I"' dextrose) or, when indi-
cated, in synthetic minimal (SD) or complete minimal (CM)
medium (Adams et al., 1997). The relevant genotype of the
strains described in this work can be found in Table 3. Dis-
ruption of HOGT1 and RIM101 was made by replacing
sequences from +40 to +1311 of the HOG1 open reading
frame (ORF), and sequences from +44 to +1865 of the
RIM101 ORF by the heterologous marker KANMx4, accord-
ing to the short flanking homology replacement strategy
(Wach et al., 1994). Deletion of CRZ1 was accomplished by
replacing the entire ORF exactly as described by Stathopou-
los and Cyert (1997). Mutation of CNB7 was made by poly-
merase chain reaction (PCR) amplification of the mutant
locus present in the cnb1 strain generated by Winzeler et al.
(1999). This DNA fragment was subsequently used to trans-
form the wild-type strains used in this work. Disruption of
PHO2 was accomplished as follows: a BamHI-BamHI frag-
ment containing the TRP1 gene (from plasmid YDp-W) was
inserted into the Bglll site of the PHOZ2 gene (cloned into the
p2AAH plasmid) to give pDPPHO2. A Dral 1.7 kbp fragment
was excised from pDPPHO2 and used to transform cells.
Disruption of PHO4 with a 2.2 kbp LEU2 marker gene was
performed by transforming cells with a 3.8 kbp Aval-Hindlll
fragment derived from plasmid pDPPHO4. Plasmids p2AAH
and pDPPHO4 were generous gifts from W. HOrz, University
of Munich. Deletion of PHO81 was performed as follows. A
4.1 kbp region of the PHO81 genomic locus spanning from
nt —428 to —160 downstream of the stop codon was amplified
by PCR and cloned into the Kpnl site of pUC19 to give
plasmid pPHOB81. Then, a 1.8 kbp Bglll fragment of the ORF

Table 3. Saccharomyces cerevisiae strains used in this study.

was replaced by a 1.6 kbp LEU2 marker recovered from
plasmid YDp-L by digestion with BamHlI, yielding plasmid
pPHO81A-La. This plasmid was digested with Aval, and the
resulting 2.9 kbp fragment was used to transform cells. All
gene deletions generated in this work were confirmed by
PCR.

Genomic microarray analysis

Genomic yeast DNA fragments were amplified by PCR, puri-
fied as described by Posas et al. (2000) and arrayed onto
SuperAldehyde substrates (TeleChem International). For
RNA preparation, DBY746 cells were grown in YPD to an
optical density of 0.8 and split into aliquots. Cells were cen-
trifuged and resuspended in either fresh YPD (pH 6.4) or YPD
containing 20 mM TAPS (pH 7.6). Cultures were centrifuged
for 5 min at 7000 r.p.m., and total RNA was extracted using
hot phenol and glass beads as described previously (Kéhrer
and Dombey, 1991). Poly (A)* RNA was purified from total
RNA with an mRNA isolation kit (Roche) based on biotin-
labelled oligo (dT) probes and streptavidin bound to magnetic
particles according to the manufacturer’s instructions. Before
cDNA synthesis, RNAs were tested by Northern blot using
specific probes.

Fluorescently labelled cDNA was prepared from poly (A)*
RNA by oligo dT-primed polymerization using Superscript Il
reverse transcriptase (LTI) and Cy3-dCTP (Amersham Phar-
macia Biotech) essentially as described by Posas et al.
(2000). Probes were purified using Qiaquick PCR purification
kits (Qiagen). Yeast microarrays were hybridized in duplicate
for 4 h under cover slides with a Cy3-dCTP-labelled cDNA
probe. After hybridization, microarrays were washed, dried
and subsequently scanned using a confocal laser ScanArray
3000 system (Packard). Data were collected using IMAGENE
software (BioDiscovery). The complete set of data will be
available through the following web address: hitp:/
quiro.uab.es/Jarino.

Northern blot analysis

For Northern blot analysis, total RNA (20 ug per lane) was
electrophoresed on 0.7% agarose—formaldehyde gels and

Name Relevant genotype Source/reference
DBY746 MATo ura3-52 leu2-3112 his3-A1 trp1-A239 D. Botstein

EDN92 DBY746 crz1::KAN This work

RSC1 DBY746 hog1::KAN This work

RSC4 DBY746 pho4::LEU2 This work

RSC5 DBY746 pho2:: TRP1 This work

RSC6 DBY746 pho2::TRP1 pho4::.LEU2 This work

RSC17 DBY746 pho81::LEU2 This work

RSC21 DBY746 rim101::KAN This work

MAR15 DBY746 cnb1::KAN This work

JA100 MATa ura3-52 leu2-3112 his4 trp1-1 can-1r De Nadal et al. (1998)
JC10 JA100 mpk1::LEU2 Vissi et al. (2001)
W303.1A MATa ade-2-2 his3-11,15 leu2-3112 ura3-1 trp1-1 R. Rothstein
PEY70 W303.1A msn2::HIS3 msn4::TRP1 Alepuz et al. (1997)
Wyap1 W303.1A yap1::KAN F. Estruch
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transferred to positively charged nylon membranes (Roche)
under vacuum. Probes were labelled using the random-
primed DNA labelling kit (Roche). Membranes were hybrid-
ized at 65°C in the presence of hybridization buffer (700 mM
NaCl, 40 mM NaH,PO,, pH 7.6, 4 mM EDTA, 0.2% polyvin-
lylpirrolidone, 0.2% Ficoll, 0.1% SDS, 0.2 mg ml~' salmon
sperm DNA) and 10% c.p.m.ml™' of the appropriate 2P-
labelled DNA fragment. Filters were washed in 0.1x SSC (1x
SSC is 150 mM NacCl, 15 mM sodium citrate, pH 7.0), 0.1%
SDS at 68°C.

Plasmids construction and -galactosidase analysis

To evaluate the response of the different promoters under
alkaline pH conditions, a number of B-galactosidase re-
porter plasmids were used. Initial mapping of the ENAT
response was made using the multicopy pKC plasmid series
(Cunningham and Fink, 1996; Alepuz et al., 1997). These
constructs derive from plasmid pKC201, which contains
ENA1 sequences from —1385 to +35 (relative to the starting
initiating Met) fused to LacZ. A more precise mapping was
accomplished using the pMP (Proft and Serrano, 1999) and
pMR (this work) series. Both series contain different PCR-
amplified stretches from the ENA1 promoter with added Pstl
and Xhol restriction sites to facilitate cloning into the CYC1-
LacZ reporter plasmid pJS205 (Schuller et al., 1992). Plas-
mids pMRK212 and 213 were prepared by excising the
appropriate promoter fragment from the pMP vector by Psfi—
Xhol digestion, cloning into these sites of plasmid pBluescript
SK and transfer into the Smal—Xhol of plasmid pSLFA-178K
(Idrissi et al., 1998). Plasmid pMRK1303 was constructed by
amplification from genomic DNA of the —1304/-361 region of
the ENA1 promoter, with added Smal—-Xhol sites and cloning
into these sites of pSLFA-178K. The pMP and pMR series of
plasmids differ from the pMRK one, in that the latter displays
virtually no reporter activity in the absence of a transcription-
ally active DNA insert. Plasmid pLA (a gift from |. Fernandez
de Larrinoa, UPV, Spain) derives from plasmid pLGA312s
(Guarente and Mason, 1983) by cloning into the Sall site the
—732/-711 sequence of the ENA1 promoter. This sequence
contains the downstream, high-affinity Crz1-binding element
identified by Mendizabal et al. (2001). Plasmids pAMS366
and pAMS364, which drive the expression of the lacZ
reporter gene from four copies in tandem of the CDRE (cal-
cineurin-dependent response element) present in the FKS2
promoter, were a gift from M. Cyert (Stanford, CA, USA).
pAMS366 carries a wild-type version of these elements,
whereas pAMS364 contains a mutated form, unable to bind
to Crz1 (Stathopoulos and Cyert, 1997). To analyse the
expression of PHO84, PHO89 and PHO12, LacZ transla-
tional fusions were constructed as follows. The regions
comprising nt -603 to +19 (pPHO84-LacZ), —671 to +33
(pPHO89-Lacz) or —-1275 to +78 (pPHO12-LacZ) were
amplified by PCR with added EcoRI and Hindlll sites and
cloned into these sites of plasmid YEp357 (Myers etal,
1986).

Except where stated otherwise, cells were grown to an
ODggo 0f 0.5-1.0, and 2.5 ml aliquots were made, centrifuged
and resuspended in the appropriate media. For alkaline
stress, cells were resuspended in rich medium containing
50 mM TAPS adjusted to the appropriate pH with potassium
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hydroxide (taking into account that autoclaving leads to a
decrease in the pH of the medium). For all promoters, non-
induced cells were resuspended in the same medium (low
pH medium) adjusted to pH 6.3, except in the case of
PHOB84, in which pH was decreased to 5.6 to ensure that the
starting pH in all cases would not result in significant activity
of the promoter. It should be noted that the PHO84 promoter
displays substantial activity even below neutrality (see
Fig. 2). For calcium treatment, solid CaCl, was added to the
low-pH medium to achieve a final concentration of 0.2 M.
FK506-containing media were made by adding the appropri-
ate volume of a stock solution (10 mg mlI~' made in 90%
ethanol, 10% Tween P-20) to give a final concentration of
1.5ugml-'. In all cases, growth was resumed for 60 min
(ENAT), 90 min (PHO84 and PHOB89) or 120 min (PHO12) to
ensure maximal response; cells were then centrifuged, and
B-galactosidase activity was measured as described by Rey-
nolds et al. (1997).
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Exposure of the yeast Saccharomyces cerevisiae to alka-
line stress resulted in adaptive changes that involved re-
modeling the gene expression. Recent evidence suggested
that the calcium-activated protein phosphatase cal-
cineurin could play a role in alkaline stress signaling. By
using an aequorin luminescence reporter, we showed that
alkaline stress resulted in a sharp and transient rise in
cytoplasmic calcium. This increase was largely abolished
by addition of EGTA to the medium or in cells lacking
Mid1 or Cchl, components of the high affinity cell mem-
brane calcium channel. Under these circumstances, the
alkaline response of different calcineurin-sensitive
transcriptional promoters was also blocked. There-
fore, exposure to alkali resulted in entry of calcium
from the external medium, and this triggered a cal-
cineurin-mediated response. The involvement of cal-
cineurin and Crzl/Tcnl, the transcription factor acti-
vated by the phosphatase, in the transcriptional
response triggered by alkalinization has been globally
assessed by DNA microarray analysis in a time course
experiment using calcineurin-deficient (cnbl) and crzl1
mutants. We found that exposure to pH 8.0 increased at
least 2-fold the mRNA levels of 266 genes. In many
cases (60%) the response was rather early (peak after
10 min). The transcriptional response of 27 induced
genes (10%) was reduced or fully abolished in cnbl
cells. In general, the response of crzl mutants was
similar to that of calcineurin-deficient cells. By analy-
sis of a systematic deletion library, we found 48 genes
whose mutation resulted in increased sensitivity to the
calcineurin inhibitor FK506. Twenty of these muta-
tions (42%) also provoked alkaline pH sensitivity. In
conclusion, our results demonstrated that calcium sig-
naling and calcineurin activation represented a signif-
icant component of the yeast response to environmen-
tal alkalinization.
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Calcium-mediated signaling mechanisms are used by virtu-
ally every eukaryotic cell to regulate a wide variety or cellular
processes, including gene expression. Transient increases in
cytosolic calcium results in activation of diverse enzymes, such
as the protein phosphatase calcineurin. Calcineurin is a het-
erodimer of catalytic subunit and regulatory subunits. In the
yeast Saccharomyces cerevisiae, the catalytic subunit is en-
coded by two genes, CNAI and CNA2 (1), whereas a single
gene, CNBI1, encodes the regulatory subunit (2). Cells lacking
the catalytic subunits, or the regulatory subunit, are deficient
in calcineurin activity.

Exposure of yeast cells to a number of signals, such as
a-factor (3, 4), glucose (5), sphingosine (6), and certain stress
conditions (7-9), triggers a rise in cytoplasmic calcium. This
increase in calcium can be a consequence of external calcium
influx or release from internal stores, such as the vacuole, and
results in activation of calcineurin. For instance, hyperosmotic
shock has been reported to provoke calcium release from vac-
uolar stores (8) through Yvcl, a member of the transient re-
ceptor potential channel family, and to trigger influx of the
cation from the external medium (9) through the Mid1-Cchl
high affinity Ca®" influx system. Activated calcineurin dephos-
phorylates and activates the transcriptional factor Crz1/Tenl
(10, 11), which enters the nucleus (12) and, in turn, activates a
set of responsive genes by binding to calcineurin-dependent
responsive elements (CDRE)! (10, 13). It has been documented
that most of the transcriptional responses driven by activation
of calcineurin are mediated by Crz1/Tenl (13).

Recent evidence from our laboratory (14) supports early data
(15, 16) showing that calcineurin might be involved in the
tolerance to alkaline pH. We showed (14) that a significant part
of the alkaline response of the ENA1 promoter, and most of the
PHO89 response, was blocked by the calcineurin inhibitor
FK506 as well as by the absence of Cnbl or Crz1/Tcnl, sug-
gesting that the transcriptional response of certain genes to
alkalinization of the medium could be, at least in part, depend-
ent on calcineurin. These findings led us to speculate the pos-
sibility that exposure to alkaline pH could trigger a burst in
cytoplasmic calcium, which in turn would activate the phos-
phatase. Here we confirm and expand this hypothesis by show-
ing that alkalinization of the medium provokes entry of calcium
from the external medium and by defining, using DNA mi-
croarray technology, the subset of genes whose alkaline tran-
scriptional response is mediated by the calcineurin pathway.

! The abbreviations used are: CDRE, calcineurin-dependent respon-
sive elements; WT, wild type; TAPS, 3-{[2-hydroxy-1,1-bisthydroxy-
methyl)ethyllamino}-1-propanesulfonic acid.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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TaBLE 1
Yeast strains used in this work
Name Relevant genotype Source/Ref.

DBY746 MAT« ura3-52 leu2-3112 his3-Al D. Botstein

trp1-A239
EDN92 DBY746 crzl::KAN 14
RSC21 DBY746 cnbl::KAN 14
RSC28 DBY746 mid1::KAN This work
RSC31 DBY746 cchl::KAN This work
RSC46 DBY746 yvcl::KAN This work
JA100 MATa ura3-52 leu2-3112 his4 trp1-1 56

can-1r
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 21

MATERIALS AND METHODS

Strains and Growth Conditions—Yeast cells were grown at 28 °C in
YPD medium (10 g/liter yeast extract, 20 g/liter peptone, and 20 g/liter
dextrose) or, when indicated, in synthetic minimal (SD) or complete
minimal (CM) medium (17). The relevant genotype of the strains de-
scribed in this work can be found in Table I.

Plasmids and Gene Disruptions—Strains carrying deletions of the
MID1 and CCH]1 genes were generated as follows. Deletion cassettes
were amplified by PCR from genomic DNA prepared from
midI::KanMX and cch1::KanMX deletion mutants in the BY4741 back-
ground (18). The oligonucleotides used spanned nucleotides —489 to
+2021 (MID1) and —532 to +6708 (CCH]1). Positions are relative to the
initiating ATG codon. The amplification fragments were purified and
used to transform the DBY746 wild type strain.

A deletion cassette used to disrupt the YVC1 gene (pAYVC1_Wa) was
generated as follows. The region from —1118 to +3010 relative to the
ATG of the YVCI locus was amplified by PCR from genomic DNA
prepared from the DBY746 wild type strain by using oligonucleotides
5'-GCTCTAGAAGCTTCATGGATACTTC-3' (which contains an artifi-
cial Xbal site) and 5'-GCGGTACCACCATTGGTGCAGCATTC-3’
(which has an added Kpnl restriction site). This fragment was cloned
into the same sites of plasmid pBluescript and was digested with EcoRI
to remove a 1.8-kbp internal region (from nucleotide —41 to +1780). To
generate pAYVC1_Wa, this region was replaced by an EcoRI fragment,
containing the TRP1 marker, isolated from plasmid pUC19_W_2RI.
This construct was made by cloning into pBluescript the TRP1-contain-
ing Smal-Nhel fragment of YDpW (19), to yield pBS_W, and recovering
the marker as an HinclII-Sacl fragment, for final cloning into pUC19.
Strain RSC46 (yvc1::TRPI), was then generated by transformation with
the 2.1-kbp Spel-Hpal fragment isolated from pAYVC1_Wa. All gene
disruptions were verified by PCR.

The reporter plasmid pPRX1-LacZ was generated as follows. The
PRX1 upstream DNA region enclosed between —1288 and +33 (relative
to the starting ATG) was amplified by PCR with added EcoRI/HindIII
restriction sites and was cloned into the same sites of YEp357 (20).
Reporter plasmids pPHO84-LacZ, pMRK212, and pPHO89-LacZ were
described previously in Ref. 14 and plasmid pAMS366 in Ref. 10.

Calcium Measurements—Evaluation of cytoplasmic calcium burst
was carried out essentially as described previously (8). Briefly, yeast
strains were transformed with plasmid pEVP11/AEQ (7) and grown in
SD medium lacking leucine to an Agg, of 1.8. Cells were pelleted and
resuspended in 250 ul of fresh medium containing 2 uM coelenterazine
(Sigma) and incubated for 5.5 h in the dark. The culture was centri-
fuged, and cells were resuspended in 173 ul of fresh medium (which
included 10 mM EGTA when chelating external calcium was desired).
Three pl of the culture was removed, and cells were fixed by addition of
a formaldehyde solution (7% v/v final concentration) and kept at 4 °C
for cell counting. The remaining culture was transferred to luminome-
ter tubes after 15 min (to ensure that the transient calcium increase
induced by the glucose present in the fresh medium has vanished), and
then the luminescence was integrated every second by using a Berthold
LB9507 luminometer. Calcium shock was performed by adding 30 ul of
a 1.33 M calcium chloride solution. Alkaline shock was accomplished by
adding 30 ul of 100 mm KOH (which raises the pH to ~8.2). Potassium
chloride was added as a negative control at the same concentration as
KOH. In all experiments, the luminescence values were corrected ac-
cording to the number of cells present in the sample.

Screen of a Systematic Deletion Library for FK506 Sensitivity—A
systematic kanMX deletion library constructed in the BY4741 genetic
background (21) was grown in YPD medium supplemented with 150
ung/ml G418 up to saturation (3—4 days). The cultures were replicated by
using a stainless steel 96-pin replicator (Nalge Nunc International) into
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duplicate 96-well plates. One set of plates contained 200 pl/well YPD
(control plates) and the other YPD plus 1.5 ug/ml FK506 (Fujisawa Co.).
Growth was monitored by using a Labsystem multiwell photometer at
Ag,, after 18, 20, 22, 24, and 48 h of incubation at 28 °C. For each clone,
the ratio between the absorbance of the culture in the absence and in
the presence of the drug was calculated. This value was divided by the
average of the ratios for the entire plate (to normalize for hypothetical
differences in the inoculation step). Clones giving a growth ratio equal
or higher than 2.0 were initially considered positive. These clones were
diluted until the Ag,, was 0.005 and re-tested for FK506 sensitivity at
four different concentrations of the drug (0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 pg/ml) at
different growth times. Clones consistently yielding a ratio of at least
1.2 were considered as sensitive to FK506. The ratio of absorbance of
cultures in the absence and in the presence of each concentration of the
drug was calculated, and the highest value obtained was considered as
an indicator of the sensitivity of the strain.

B-Galactosidase Assays—The wild type DBY746 strain and its deriv-
atives RSC46 (yvcIA), RSC28 (mid1A), and RSC31 (cchIA) were trans-
formed with the reporter plasmids pAMS366 (10), pMRK212 (14), or
pPHO89-lacZ (14). Cultures were centrifuged (5 min at 750 X g), and
cells were resuspended in YPD, 50 mm TAPS adjusted to pH 8.0 (con-
taining 10 mM EGTA when required for chelating calcium cations), and
incubated for 60 min (pAMS366 and pMRK212) or 90 min (pPHOS89-
lacZ). To evaluate the response of the PRXI promoter to alkaline and
oxidative stress, the wild type strain BY4741 and its yap1::KANMx and
skn7::KANMx derivatives (21) were transformed with pPRX1-lacZ or
pPHO84-lacZ. Cells were grown up to an Ag, of 0.5-1.0, and 1-ml
aliquots were made and centrifuged. Cells were resuspended in YPD
media made with 50 mMm TAPS and adjusted to pH 8.1 (alkaline treat-
ment), YPD containing 0.25 mm H,O, (oxidative stress) or YPD
adjusted to pH 5.6 (untreated cells), and growth was resumed for 90
min. In all cases, B-galactosidase activity was measured as described
previously (14).

RNA Preparation and Northern Blot Analysis—For RNA prepara-
tion, yeast cells were grown in YPD to an optical density of 0.8 and split
into aliquots. Cells were centrifuged and resuspended either in fresh
YPD (nonstressed cells, pH 6.2) or YPD containing 50 mm TAPS
(stressed cells, pH 8.0) for different periods. Cultures were then centri-
fuged for 5 min at 3000 rpm, and total RNA was extracted by using hot
phenol and glass beads as described (22). Total RNA (15 pg/lane) was
transferred to filters and probed as described (14) with a 0.65-kbp
fragment encompassing the entire coding region of gene PNC1I.

DNA Microchips Analysis—Fifteen ug of total RNA was used for
cDNA synthesis and labeling, using either the direct (CyScribe first
strand labeling kit) or indirect (CyScribe post-labeling kit) labeling kits,
in conjunction with Cy3-dUTP and Cy5-dUTP fluorescent nucleotides
from Amersham Biosciences. Fluorescently labeled cDNAs were com-
bined and hybridized to yeast genomic microchips constructed in our
laboratory by arraying 6014 different PCR-amplified open reading
frames from S. cerevisiae on CMT-Ultragaps (Corning) and Genorama
SA-1 (Asper Biotech) amino-coated glass slides, using a MicroGrid™ II
(BioRobotics) machine. Details on the construction of the slides will be
provided elsewhere (23). In addition, the slides included 286 duplicated
genes, corresponding to genes responsive under a variety of stress
conditions, plus a number of positive and negative control spots. Dyes
were swapped for wild type and mutant cells to avoid dye-specific bias.
Prehybridization, hybridization, and washing conditions were essen-
tially as described previously (24). Slides were scanned with a ScanAr-
ray 4000 fluorescence scanner and analyzed using both commercial
(QuantArray) and in-house developed software. The data from different
experiments (5 slides/time point for wild type and cnbl cells and 3
slides/time point for crz1/tcnl cells) were combined, and the median was
calculated. A given gene was considered to be induced or repressed
when the ratio stressed/nonstressed was higher than 2.0 or lower than
0.5, respectively, in at least three (for wild type and cnbl cells) or two
experiments (for crzl cells). Expression ratios were logarithm (base
2)-transformed for statistical analysis. Statistical significance of both
gene induction and repression was assessed by testing the null hypoth-
esis log ratio equal to zero under the Student’s ¢ test. A p value lower
than 0.1 was considered significant for initial gene selection. The dif-
ferences between the three strains (wild type, cnbl, and crz1) for each
selected gene was analyzed by a two-way (slide/time, strain) analysis of
variance. The post hoc Tukey’s test was used for multiple comparisons
between strains (25) with statistical significance set at a p value lower
than 0.05. Data analysis was carried out with the SAS/STAT® release
8.01 statistical package (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Quantitative Real Time PCR—First strand cDNAs were synthesized
from 1 pg of total RNA, using the Reverse Transcription System (In-
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Fic. 1. Changes in cytoplasmic calcium concentration upon exposure of cells to alkaline pH. A, wild type strain JA100 was
transformed with plasmid pEVP11/AEQ and incubated with coelenterazine for 5.5 h. Cells were centrifuged and resuspended in 173 ul of fresh SD
medium (lacking leucine). Three ul of the culture were removed, and cells were fixed by adding a formaldehyde solution (7% final concentration)
and kept at 4 °C for cell counting. After 15 min, the culture was transferred to luminometer tubes, and the appropriate solution was injected at
zero time (indicated by the dotted arrow). The luminescence was integrated every second and is expressed as relative luminescence units (RLU)
per 106 cells. Treatments are as follows: 0.2 M calcium chloride (solid line), 15 mm KOH (pH 8.1, dotted line), and 15 mM potassium chloride (dashed
line). B, the wild type strain DBY746 was subjected to alkaline shock by injection of different concentrations of KOH to produce the indicated pH
in the culture, and the intracellular calcium peak was measured as described for the A (closed circles). The data are presented as the percentage
of the peak for a given pH divided by the maximal response obtained. Open circles correspond to the response of control cultures in which the

equivalent concentrations of potassium chloride were injected.

2000

Fic. 2. Effect of mutations affecting 1500
calcium fluxes in the response to al-

kaline pH. Wild type strain DBY746 and

its isogenic derivatives RSC46 (yvcIA), 1000
RSC28 (mid1A), and RSC31 (cch1A) were
subjected to alkaline shock (pH 8.2), and
intracellular calcium was measured as 500

described for Fig. 1A. When included,
EGTA was present in the medium at 10
mM.

RLU (arbitrary units/108 cells)

vitrogen). Quantitative real time PCR analysis of PNCI1, SPII, and
PRBI1 expression was carried out in the ABI Prism 7900 HT sequence
detection system (Applied Biosystems). RPL28, which was not induced
by alkali, was used as a control. A 20-ul amplification reaction was set
up by mixing 2 ul of a 100-fold dilution of the first strand ¢cDNA
reaction, 2X SYBRGreen Universal Master Mix (Applied Biosystems),
and 900 nM primer pairs (ISOGEN Bioscience) designed using the
Primer Express software (Applied Biosystems). The following forward
and reverse primers were used for amplification: PNCI-Fw, 5'-CAC
CCT TCC AGA CAT ATT TCG TT-3', and PNC1-Rw, 5'-ATA CCC TCT
TGC GTG GAA TCA T-3'; SPII-Fw, 5'-CTA GTT CCT CTG TAA TCG
TGG TAC CAT-3’, and SPI1-Rw, TGC AGT AGC AGT CGA GTT GTA
GAA TAT T; PRB1_Fw, 5'-TGC TTT GGT CAT CCC AAA TCT-3’, and
PRBI_Rw, 5'-TCT GGG TCT CTC GTG GTG ATC-3’; and RPL28-Fw,
5'-GTT ATC GTC AAA GCT AGA TTC G-3’, and RPL28-Rw, 5'-ACC
AGC AGC TCT GAT TTT T-3'. Reaction parameters are as follows: 2
min at 50 °C, 10 min at 95 °C, and 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min
at 60 °C.

Two different extractions of total RNA were analyzed, at least by
duplicate PCRs. The results presented are the mean of the two different
RNA extractions. Basic analysis was performed by using SDS software
(Applied Biosystems). The 2742¢* method (26) was used for relative
quantification using the ¢cDNA from the noninduced sample of each
strain as calibrator and RPL28 as the endogenous control.

Evaluation of Oxidative Stress after High pH Exposure—Exponen-
tially growing wild type DBY746 cells (Agq, 0.5) in YPD medium were
incubated for 1 h with dihydrorhodamine 123 (D1054, Sigma) at 2.5
ng/ml essentially as described previously (27). Aliquots were taken and

WT + EGTA

—

0 50 150 0 50 100 150

100
Time after alkaline stress (sec)

made 30 mM KOH (which raised the pH to 8.1) or 2 mm hydrogen
peroxide and further incubated with shaking for 30 and 90 min, respec-
tively. Cultures were centrifuged, and cells were resuspended in phos-
phate-buffered saline solution and examined through a fluorescein fil-
ter using a Nikon Eclipse E800 fluorescence microscope. The
percentage of cells showing fluorescence was determined after scoring
~2000 cells for each condition.

RESULTS

Exposure of Yeast Cells to Alkaline pH Results in a Transient
Increase in Cytoplasmic Calcium Levels—To evaluate the
changes in cytoplasmic calcium after exposure of yeast cells to
alkalinization of the medium, the wild type strain JA100 was
transformed with a plasmid expressing the luminescent Ca*2
reporter aequorin and then challenged with 15 mMm potassium
hydroxide, to raise the pH to 8.1. This treatment resulted in a
sharp increase in luminescence, which peaked about 15-20 s
after the treatment and declined to base-line levels after ap-
proximately 1 min, indicating a transient increase in cytosolic
calcium level (Fig. 1A). Treatment of the cells with KCI under
the same conditions, which does not result in pH change, did
not elicit this response. Exposure of the cells to 0.2 m CaCl,
resulted in a sharp increase in luminescence, with kinetics very
similar to the calcium burst induced by exposure to alkali. The
intracellular calcium increase observed in response to alkali
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was confirmed in three different wild type strains available in
our laboratory, although the intensity of the response varies
from strain to strain. In fact, in strain DBY746 the calcium
burst triggered by alkali was particularly intense, even more
than that observed in response to 0.2 M CaCl,, (compare Figs. 1
and 2). For this reason we selected this strain for further
studies. The effect of pH on cytoplasmic calcium increase was
dose-dependent. As shown in Fig. 1B, the increase becomes
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Fic. 3. Alkaline pH induction of CDRE-containing promoters
is reduced in cchIA and midIA mutants. Wild type strain DBY746
and its isogenic derivatives RSC46 (yvcIA), RSC28 (mid1A), and RSC31
(cch1A) were transformed with plasmid pAMS366, containing four cop-
ies in tandem of the CDRE from the FKS2 promoter (10), plasmid
pPHO89-lacZ, or plasmid pMRK212 (14). B-Galactosidase activity was
determined in cells incubated for 60 min (pAMS366 and pMRK212) or
90 min (pPHO89-LacZ) in YPD medium at pH 6.2 (open bars), YPD-50
mM TAPS at pH 8.0 (hatched bars), or the same alkaline medium
containing 10 mM EGTA (crossed bars). Data are mean + S.E. from six
independent transformants.
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noticeable when cells are exposed to pH 7.5 and maximal at pH
8.2. These results indicate that budding yeast responds to
alkaline stress with an intense and transient calcium burst.

To characterize the origin of the calcium, we repeated these
experiments under different conditions by using mutants in
genes involved in calcium homeostasis. Most interestingly,
we observed that addition of the calcium chelating EGTA to
the medium resulted in an almost negligible increase in
intracellular calcium. As this could indicate that the main
source for intracellular calcium may be of extracellular ori-
gin, we evaluated the intensity of the calcium burst in cells
lacking genes encoding components of the main calcium
channel, such as midI and cchl mutants. As shown in Fig. 2,
the calcium burst in response to alkalinization was largely
abolished in both cases. In contrast, mutation of YVCI, en-
coding a vacuolar membrane channel responsible for release
of calcium from the vacuole to the cytosol, resulted in a
calcium burst identical to that of the wild type strain. There-
fore, exposure of yeast to alkali appears to trigger entry of
calcium from the extracellular medium.

We considered that if alkaline stress is followed by a rise in
cytosolic calcium, this should result in activation of a number of
calcium-responsive promoters. To test this possibility, we
transformed wild type cells as well as ycvl, midl, and cchl
mutants with constructs containing different CDRE fused to
B-galactosidase as a reporter gene, and we tested their re-
sponse to alkali. As shown in Fig. 3, alkaline induction ob-
served in wild type cells transformed with plasmid pAMS366,
which contains a tandem of four synthetic CDRE from the
FKS2 gene, is fully blocked by the presence of EGTA in the
external medium. Most interestingly, although the response of
the yvcl mutant mimics that of the wild type strain, the re-
porter gene was not induced by alkaline stress in midl and
cchl cells. When the different strains were transformed with
plasmids pPHO89-lacZ (which carries the entire PHOS89 pro-
moter fused to B-galactosidase) or plasmid pMRK212, contain-
ing a region of the ENA1 promoter which includes a CDRE, the
response to alkali was essentially lost in the presence of exter-
nal EGTA and largely reduced in midIl and cchl mutants.
These results demonstrate that exposure to alkali stress re-
sults in a burst of calcium that triggers a calcineurin-mediated
transcriptional response.

Identification of Mutations That Result in Sensitivity to the
Calcineurin Inhibitory Drug FK506—The observations that
alkaline stress results in a burst of calcium and that cal-
cineurin mutants were sensitive to high pH prompted us to
investigate whether it could be some significant overlap be-
tween the set of mutations that results in sensitivity to high
pH and those that present a synthetic phenotype with the loss

TaBLE II
Mutations that result in growth defects in the presence of the calcineurin inhibitor FK506
Numbers in parentheses indicate the level of sensitivity to the drug (expressed as the ratio between of the absorbance of the culture in the
absence and in the presence of the drug, see text for details). Genes in boldface type correspond to those identified in a recent report (28) as
conferring a growth defect at alkaline pH when deleted. Underlines indicate that the gene was also identified in a recent survey for FK506-sensitive

mutations on semi-solid media (48).

Function

FK506-sensitive mutants

Vacuole organization and biogenesis

SAC1 (6.7), VMA7 (4.1), PEP3 (3.9), VMA4 (3.7), TFP1 (3.7), CWH36 (3.5), TFP3 (3.3), CUP5 (3.3), PEP5 (3.2), VPS15 (2.9),

VMA21 (2.8), VPS45 (2.7), VMAS (1.4), KCS1 (1.2)
Transport in other organelles

SUR4 (1.5), ERV14 (1.4), SEC28 (1.4), VPS63 (1.3), VPS61 (1.3), RGPI (1.3), NPL3 (1.3)

Cell polarity, cell wall organization, and biogenesis

FKS1 (21.7), THP1 (10.7), SIN4 (9.5), KRE6 (8.8), GAS1 (6.1), BEM1 (3.9), CAX4 (3.7), GUP1 (2.4), ILM1 (2.3), OST3 (2.1), YURI

(1.8), END3 (1.2)
Others

KEX2 (14.4), BTS1 (2.8), OST4 (2.1), LEM3 (2.1), FYV6 (1.8), HOM6 (1.6), ERG2 (1.5), CSF1 (1.5), UBP3 (1.4), RML2 (1.4),

SSN8 (1.3), SHP1 (1.3)
Unknown
YOR331C (4.7), YPR099C (1.3), GON5 (1.3)
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TasLE IIT
Genes induced at least 2-fold after alkaline stress
Expression data correspond to the maximal induction observed. The Time column indicates the kinetics of the response. Genes showing the
highest induction at 10 min are denoted by “E” (early). “I” (intermediate) indicates a peak at 20 min, and “L” (late) corresponds to genes that show
the highest induction after 45 min at alkaline pH. Functional categories were assigned based on information provided by MIPS and SGD (29, 37).
Genes in boldface type were found to also be induced at mild pH stress in a previous report (14). ORF indicates open reading frame.

ORF Gene Time -Fold ORF Gene Time -Fold ORF Gene Time -Fold
Carbohydrate metabolism/energy Other metabolism Stress response
YALO60OW BDH1 E 4.6 YAL044C GCV3 E 2.0 YBL064C PRX1 I 5.4
YALO61W E 13.3 YARO015W ADE1 E 3.1 YBRO01C NTH?2 E 2.4
YBLO15W ACH1 E 2.1 YBL042C FUI1 L 3.7 YBRO06W UGA2 E 2.5
YBL045C CORI E 3.2 YBRO035C PDX3 L 2.1 YBRO72W HSP26 I 2.4
YBR149W ARAI E 3.2 YBR177C EHT1 E 3.1 YBR126C TPS1 E 2.6
YCL040W GLK1 E 74 YBR256C RIB5 I 2.9 YBR132C AGP2 E 6.0
YCR005C CIT2 I 7.0 YCLO030C HIS4 E 5.9 YBR244W GPX2 I 2.2
YDL004W ATP16 I 2.1 YDL080C THI3 E 2.6 YCL035C GRX1 I 2.1
YDL022W* GPD1 E 4.7 YDR019C GCV1 E 2.1 YDRO74W* TPS2 E 3.2
YDR148C KGD2 E 2.4 YDR368W YPR1 I 2.6 YDR171W HSP42 E 4.5
YDR178W SDH4 E 2.7 YER026C CHO1 I 2.0 YDR258C HSP78 E 7.8
YELO11W GLC3 E 3.3 YERO81W SER3 E 2.1 YDR353W TRR1 I 3.3
YELO71W DLD3 I 4.5 YER091C MET6 I 2.1 YER062C* HOR2 I 2.8
YFR015C GSY1 E 3.6 YGR157TW CHO2 E 2.3 YFL014W* HSPI12 I 13.4
YFR053C HXKI E 10.7 YGR194C XKS1 E 3.1 YGR209C TRX2 I 3.1
YGL062W PYCI I 3.3 YGR204W ADE3 E 2.2 YHR104W* GRE3 E 3.3
YGL253W HXK?2 E 4.1 YHR018C ARG4 I 3.9 YJL159W* HSP150 I 6.9
YGR008C“ STF2 E 2.4 YJLO60W BNAS3 E 2.1 YJR032W CPR7 L 3.2
YGRO032W* GSC2 I 2.7 YJL130C URA2 L 2.3 YKL150W MCR1 E 2.0
YGR043C I 7.1 YJRO73C OPI3 L 2.4 YKR066C CCP1 E 3.0
YGR244C LSC2 E 4.2 YKL001C*? MET14 I 3.2 YLL026W HSPI04 E 9.0
YHRO01IW-A  QCRIO I 2.1 YKL216W URA1 L 3.1 YLR109W AHPI L 3.2
YKL085W MDH1 E 3.0 YKRO67TW GPT2 E 4.8 YMLO70W DAK1 E 2.4
YKL152C GPM1 E 2.2 YLL062C MHT1 E 2.2 YMR173W* DDR48 I 6.0
YKRO8OW MTD1 E 2.7 YLR028C ADE16 E 2.0 YMR250W GADI1 E 3.0
YLRO81W GAL2 E 4.4 YLR089C ALT1 E 3.7 YMR251W-A  HOR7 E 5.6
YLR174W IDP2 L 2.0 YLR142W* PUTI E 2.6 YNL160W* YGPI E 2.7
YLR258W GSY2 E 2.5 YLR303W* MET17 I 5.4 YOL151W* GRE2 E 2.3
YMLO048W GSF2 I 4.7 YLR359W* ADE13 E 4.4 YPL240C HSP82 E 3.0
YMRO83W ADH3 E 2.2 YMLO004C GLO1 I 3.0
YMR105C PGM2 E 4.2 YMRO96W® SNZ1 I 3.3 Unknown
YOLO059W GPD2 I 2.6 YMR120C ADE17 E 4.6 YBR016W I 2.7
YOL126C MDH?2 E 5.7 YMR300C ADE4 I 2.4 YBRO053C E 2.0
YOR120W GCY1 E 3.9 YNL104C LEU4 I 2.3 YBR056W E 2.6
YOR136W IDH?2 I 3.8 YNL220W ADE12 E 2.3 YBR096W I 2.1
YOR374W* ALD4 E 8.1 YNL274C E 4.4 YBR230C I 2.4
YPLO61W ALD6 E 7.5 YOL058W ARGI I 7.8 YBR287W® E 3.8
YOR184W SERI I 5.1 YCL027C-a E 2.2
Transport YPL057C**® SURI E 3.2 YCRO030C SYPI E 2.0
YAR002W NUP60 L 2.4 YPL135W ISU1 E 3.6 YDL023C SRF4 E 5.5
YBLO030C PET9 E 2.0 YDL046W NPC2 I 2.2
YBLO99W ATP1 I 3.0  Protein degradation/synthesis/modification YDL124W E 4.0
YBR068C BAP2 E 2.2 YALO005C SSA1 I 2.2 YDR251W PAM1 E 4.0
YBR296C“® PHOS89 E 4.9 YBL041W PRE7 I 2.2 YDR372C VPS74 E 2.9
YDRO040C? ENA1 E 5.0 YBLO078C* ATG8 E 2.2 YDR516C EMI2 E 5.7
YDR342C HXT7 E 9.1 YBR139W E 2.0 YEL044W IES6 E 2.1
YDR343C HXTé6 E 7.8 YBR170C NPL4 I 2.0 YELO70W E 2.2
YELO65W ARN3 I 6.6 YDL147W RPN5 I 3.4 YERO067W E 2.4
YFLO11W HXT10 E 4.7 YDRO041W RSM10 E 2.6 YER150W* SPI1 I 9.5
YFL041W FET5 I 3.0 YDR394W RPT3 1 3.6 YFL015C E 4.5
YGRO55W MUP1 E 2.5 YDR409W SIZ1 L 2.4 YFRO17C E 2.2
YGR065C VHT1 I 2.2 YELO060C*® PRB1 E 9.1 YGL088W L 3.7
YGR167TW CLC1 I 2.5 YGL111W NSA1 E 4.2 YGR086C PIL1 I 6.8
YHL040C ARN1 L 3.0 YHR110W ERP5 L 2.0 YGR115C I 2.3
YHR092C HXT4 E 3.1 YJL172W° CPS1 I 2.5 YGR189C* CRH1I I 2.1
YHR096C HXT5 E 2.5 YJR045C SSC1 I 3.1 YGR211W ZPR1 E 2.8
YJL094C? KHAI E 2.8 YJR113C RSM7 E 2.5 YGR243W FMP43 E 2.6
YJL165C* HAL5 E 2.0 YKL035W UGP1 I 5.7 YHLO021C FMPI12 E 10.2
YJRO59W PTK2 E 2.7 YKIL.087C CYT2 I 2.5 YHRO087W* E 6.4
YJR121W ATP2 E 3.6 YKL145W RPT1I I 2.3 YIL136W OM45 I 3.1
YKR052C MRS4 E 2.8 YKIL.201C MNN4 E 5.3 YJL163C E 2.7
YLLO61W MMPI E 7.1 YLR120C*? YPS1I E 5.3 YJL217TW I 2.2
YML123C*®* PHOS84 L 3.9 YLR163C MAS1 E 3.3 YJR115W E 2.6
YMRO11W HXT2 E 21.1 YLR178C* TFS1 E 6.6 YKLO71W I 4.8
YMRO058W FET3 L 3.0 YLR248W RCK2 E 3.0 YKL100C I 4.0
YNLO003C PETS8 I 2.0 YLR417TW VPS36 E 2.1 YKR0O16W FMPI13 E 2.4
YOL156W HXT11 E 2.8 YMR101C SRT1I I 3.0 YLR012C L 2.1
YOR049C RSB1 E 3.2 YNLO007C SIS1 E 2.3 YLR350W® ORM2 E 3.3
YOR382W FIT2 L 2.2 YNLO15W PBI2 I 2.5 YLR356W E 2.2
YPLO078C ATP4 I 2.2 YNL029C KTR5 E 2.5 YLR414C** E 2.5
YPL265W DIP5 I 2.7 YNRO026C SECI2 I 2.7 YLR424W I 13.1
YPL274W I 2.9 YOLO082W® ATG19 E 3.3 YML131W* E 2.2
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TABLE III—continued
ORF Gene Time -Fold ORF Gene Time Fold ORF Gene Time Fold
YOR187TW TUF1 I 2.9 YMRO02W I 4.3
Others YPLOO3W ULA1 I 4.0 YMRO9OW E 2.3

YBRO008C FLRI E 2.2 YPLO97TW MSY1 I 2.1 YMR110C E 3.0
YBR202W CDC47 L 2.8 YPL154C PEP4 I 3.9 YMR173W-a E 3.0
YCLO020W E 2.6 YPR108W RPN7 I 44 YMR195W ICY1 E 3.0
YCRO009C® RVS161 I 2.5 YPR149W NCE102 E 2.9 YMR291W E 4.8
YDL161W ENT1 E 2.0 YMR316W? DIAI E 9.5
YDRO77W* SEDI E 2.7 Transcription and RNA processing YNLO36W NCE103 L 2.2
YDR168W CDC37 I 2.3 YBR142W MAK5 L 2.5 YNL179C SRF6 I 3.6
YGLO037C* PNC1I I 6.1 YCR004C YCP4 E 2.3 YNL208W** I 2.2
YGR180C RNR4 I 2.9 YDL014W NOPI E 3.7 YOL036W I 2.0
YHRO71W® PCL5 I 4.7 YDR463W STPI E 2.0 YOL053W E 2.3
YJL141C YAK1 E 2.2 YGR200C ELP2 E 3.3 YOR042W CUE5 I 2.4
YJR028W E 7.5 YKL043W PHDI E 6.2 YOR215C E 45
YJR135C MCM22 E 2.2 YLR270W DCS1 E 3.0 YOR220W* E 2.3
YKL193C SDS22 L 2.8 YMRO64W AEPI E 4.9 YPL004C LSP1 E 2.4
YKRO76W* ECM4 E 2.2 YMR153W NUP53 I 44 YPLO66W E 2.1
YML045W E 9.9 YMR302C PRPI12 E 2.2 YPL206C E 5.5
YMLO57W CMP2 E 2.1 YNLO16W PUBI I 2.4
YML128C MSC1 E 9.2 YOL123W HRP1 E 2.1
YMR276W DSK2 E 2.1
YNR026C SECI12 I 2.7

“ This gene is also induced by damage to the cell wall (52, 53).

® This gene is also induced by addition of high calcium to the medium (13).

of calcineurin function. To this end, we monitored the growth of
roughly 4800 haploid mutants in the presence of 1.5 pg/ml
of the calcineurin inhibitor FK506. A total number of 241
putative positive clones were isolated. Upon retesting these
clones at different FK506 concentrations, we obtained 48 mu-
tants presenting a measurable growth defect in the presence of
(at least) one concentration of the drug. As shown in Table II,
more than one-half of these mutations affected genes involved
in either vacuolar organization and biogenesis or cell polariza-
tion and cell wall organization. This second functional subset of
genes presented rather intense phenotypes and included FKS1
(encoding a B-1,3-glucan synthase), GAS1 (a -1.3-glucanosyl-
transferase), and KRE6 (required for B-1,6-glucan biosynthe-
sis). Most interestingly, 20 genes presented in Table II (42% of
the total number of genes, denoted in boldface type) were also
identified in a recent search carried out in our laboratory that
yielded 118 gene deletions producing hypersensitivity to high
pH (28).

Global Analysis of the Transcriptional Response to Alkaline
pH Mediated by Calcineurin—The experiments described
above raised the possibility that calcium and calcineurin could
represent important components of the transcriptional re-
sponse to alkaline pH. To evaluate this possibility, we have
performed DNA microarray experiments in which wild type
cells, calcineurin-deficient mutants (cnbdI), and cells lacking
the calcineurin-activated Crz1/Tenl transcription factor (crzl)
were challenged with high pH (8.0) for different times (10, 20,
and 45 min). Exposure of wild type cells to pH 8.0 resulted in at
least a 2-fold increase in the mRNA level of 266 genes (Table
III). Among these genes, 159 showed a peak at 10 min (early
response), 86 peaked 20 min after alkaline challenge (interme-
diate), and 21 showed a late response (peak after 45 min). They
belong to diverse functional categories, according to the “Sac-
charomyces Genome Data base” classification (29). It is re-
markable that 77 genes (29% of the total number of induced
genes) can be listed as involved in metabolic pathways, and 37
of those correspond to carbohydrate metabolism or energy-
generating pathways. A substantial number of genes related to
stress response are also activated in response to high pH.
Remarkably, the list contains several genes known to be in-
volved in the response to oxidative stress, such as GRX1, TRX2,
PRX1, and others. Exposure to alkali resulted in a decrease in
mRNA levels of at least 2-fold for 157 genes. It is remarkable

that a substantial number (33 genes) corresponds to ribosomal
proteins or to proteins related to ribosome assembly. Additional
data on induced and repressed genes can be found in the
supplemental Tables I and II, respectively.

DNA microarray experiments were conducted in cells lack-
ing calcineurin or the Crzl transcription factor. The ratio be-
tween the responses of cnbl cells and wild type cells was
calculated, and different levels of calcineurin dependence were
established. Thus, a cnbl/wild type ratio of <0.67 was consid-
ered the threshold for defining the dependence of calcineurin.
Genes showing a ratio 0.67 > X > 0.50 were considered “weakly
dependent”; those with a ratio 0.50 > X > 0.25 were defined as
“strongly dependent,” and those with a ratio <0.25 were
ranked as “totally dependent.” Genes induced more than 2.5-
fold in wild type cells and considered not induced (ratio high
pH/low pH <1.3) in cnbl cells were also considered as totally
dependent. Twenty-seven genes showed some level of cal-
cineurin dependence at its peak response (Table IV). The in-
duction of 21 (78%) of these genes was totally or strongly
dependent on the presence of Cnbl, indicating that calcineurin
signaling is a major component of its transcriptional response
to alkaline pH. Most calcineurin-dependent genes (74%) corre-
sponded to early responsive genes, and three additional genes
showed very similar induction 10 and 20 min after stress.

Similar experiments were carried out by using crzl/tenl
cells, defective in the transcription factor known to be activated
by calcineurin. In this case, 21 genes were found to be sensitive
in response to the absence of the transcription factor using the
criteria employed to define calcineurin sensitivity. As shown in
Table IV, most genes whose induction is affected by the cnb1
mutation are also affected by the absence of Crz1, and in many
cases, the intensity of the effect of both mutations is similar.
The existence of experimental data regarding the sequences
that could be recognized by Crzl in responsive promoters al-
lowed us to search within both strands of the —800/—1 up-
stream regions of the calcineurin-sensitive genes for putative
Crzl-binding sites (a GAGGCT core sequence plus some vari-
ants such as GNGGCKCA and GWGGCTGQG) by using the DNA
pattern algorithm (30) available at the “Regulatory Sequence
Analysis Tools” website (rsat.ulb.ac.be/rsat/). We found 16 se-
quences in 11 of the calcineurin-sensitive genes (41%). A sim-
ilar analysis performed with 400 randomly selected genes in-
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TaBLE IV
Genes whose alkaline pH induction is reduced by calcineurin deficiency

Timing of the response is defined in the text. Numbers indicate the induction level for each strain at the indicated timing(s). ND, not dependent;
WD, weakly dependent; SD, strongly dependent; TD, totally dependent. See text for details.

ORF Timing wT cnbl Calcineurin dependence crzl Crzl dependence CDRE motif

YALOO5C (SSAI) EN 2.2/2.2 1.1/0.8 SD/SD 1.6/1.7 SD/SD 0
YBR0O16W EN1 2.7/2.7 1.5/1.8 WD/WD 1.0/1.1 WD/WD 0
YBR287TW E 3.8 1.9 SD 2.0 SD 1
YBR296C (PHO89) E 4.9 0.7 TD 1.0 TD 2
YCLO20W E 2.6 1.1 TD 0.9 TD 0
YDRO77W (SED1) E 2.7 14 WD 1.7 WD 0
YDR372C (VPS74) E 2.9 1.2 SD 1.3 SD 1
YELO060C (PRB1I) E 9.1 3.8 SD 4.1 SD 2
YER062C (HOR2) EN1 2.8/2.8 1.0/1.3 TD/TD 2.5/1.5 ND/WD 0
YGL253W (HXK2) E 4.1 1.3 SD 1.9 SD 0
YGRO32W (GSC2) I 2.5 0.8 TD 0.9 TD 2
YGR157W (CHO2) E 2.9 1.3 TD 1.1 TD 0
YGR211W (ZPR1) E 2.8 1.3 TD 2.0 ND 0
YJR032W (CPR7) L 3.2 1.3 SD 1.2 TD 0
YKLO043W (PHDI) E 4.1 2.2 WD 2.4 WD 0
YKL152C (GPM1) E 2.2 1.1 SD 1.0 SD 1
YLRO12C L 2.1 1.0 SD 1.0 SD 0
YLRO89C (ALT1) E 3.7 2.0 WD 2.5 ND 0
YLR142W (PUT1) E 2.6 1.2 TD 2.4 ND 1
YMRO11W (HXT2) E 21.1 9.7 SD 15.3 ND 0
YMRO83W (ADH3) E 2.2 1.1 SD 0.9 SD 0
YNL160W (YGPI) E 2.7 1.5 WD 1.1 TD 1
YNL208W E 3.1 1.8 WD 2.7 ND 0
YORO049C (RSB1) E 3.3 1.2 TD 2.5 ND 0
YOR220W E 4.5 1.9 SD 3.0 WD 2
YPLO057C (SURI) E 3.2 14 SD 1.9 WD 2
YPL154C (PEP4) I 3.9 1.6 SD 2.2 WD 1

dicated that only 28% of the genes contained one or more copies 1 . . r r

of the query sequences.
The relationship between the effect of the cnbl and crz1
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duced at 10 min, and at this time the effect was strongly
dependent on calcineurin (Table IV).

Exposure to High pH May Result in Oxidative Stress—The
observation that a number of genes functionally related to
oxidative stress were induced after alkaline stress or were
required to display normal sensitivity to high pH (28) prompted
us to investigate whether alkalinization of the media could
somehow result in oxidative stress. To this end, cells were
loaded with dihydrorhodamine 123 (which is commonly used as
a probe for oxidative stress because it can be oxidized inside the
cells to the fluorescent derivative rhodamine 123) and exposed
to high pH or to the oxidizing agent hydrogen peroxide. As it
can be observed in Fig. 5A, microscopic examination revealed
that a number of cells exposed for 30 min to alkaline pH
presented fluorescence. The percentage of fluorescent cells was
around 12% of the total population, and fluorescence was main-
tained (although somewhat less intense) after 60 min of expo-
sure to alkali (not shown).

We then considered the possibility that if exposure to high
pH involved oxidative stress to some extent, then the enhanced
expression of certain genes as a result of alkaline stress could

Log, (crz1/WT)

Fic. 4. Relationship between calcineurin dependence and
CRZ1 dependence in the transcriptional response to alkaline
stress. The scatter plot represents the log, of the degree of dependence
of the response to alkaline pH in calcineurin (cnb1/WT) and crzl mu-
tants (crz1/WT) for genes whose response is significantly affected in at
least one of these mutant strains after 10 (circles), 20 (squares), or 45
min (¢riangles) of stress. The dotted ellipse includes the genes sensitive
to the absence of Crzl but unaffected in the calcineurin mutant. The
inset shows the Northern blot analysis of one example (PNCI). Meth-
ylene blue staining of the rRNA is included as reference for loading and
transfer efficiency. NI, noninduced wild-type cells.

be mediated, at least in part, by well known oxidative stress-
response mechanisms. To this end, we tested the response to
high pH and hydrogen peroxide of PRXI, which encodes a
thioredoxin peroxidase known to be induced upon oxidative
stress, by using a lacZ translational fusion. As shown in Fig.
5B, exposure to high pH or to hydrogen peroxide increased the
activity of the promoter, and in both cases, the increase was
abolished in the absence of the Yapl transcriptional promoter.
Deletion of the SKN7 gene affected only partially the response
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TABLE V
Evaluation by DNA microarray and quantitative real time PCR of the alkaline pH induction of genes PCN1, PRBI, and SPI1
Numbers indicate fold of induction for strain DBY746 (wild type), RSC21 (cnbl), and EDN92 (crz1), as well as the ratio of induction calculated
for strains EDN92 and RSC21 (crz1/cnbl). Microarray data correspond to the mean of three different microchip experiments (from two independent
RNA preparations), and real time PCR results are the means from these two RNA preparations, determined in duplicate. Note that in this table
microarray data for the wild type strain may differ from Table III, which results from calculation of the median from five microchips. RT indicates

reverse transcriptase.

Wild type cnbl crzl crzllenbl
Gene Arrays RT-PCR Arrays RT-PCR Arrays RT-PCR Arrays RT-PCR
PNC1 4.8 7.6 5.3 11.1 2.8 4.0 0.48 0.36
PRB1 5.7 7.1 7.0 15.0 1.5 2.8 0.21 0.19
SPI1 7.8 13.3 7.7 21.0 2.8 9.3 0.36 0.44
No induction
pPRX1-LacZ
50 F
40
30F
>
—-—
'S a0}
=
i B o
High pH o
ie) pPHO84-LacZ
w SGO L
5 2 B
Q 250}
= Z
@ 200} 7 %
iy /
o 150 |
o
% %
50 L / /
3 v [V
WT yap1 skn7
H202

Fic. 5. Alkaline stress may result in oxidative stress. A, DBY746 wild type cells were loaded with dihydrorhodamine 123 and exposed to
pH 8.1 for 30 min or to 2 mm hydrogen peroxide for 90 min, as indicated. Reactive oxygen species oxidizes dihydrorhodamine 123 to the fluorescent
derivative rhodamine 123. B, the wild type strain BY4741 and its isogenic yap1 and skn7 derivatives were transformed with the indicated reporter
plasmids, and cells were subjected to high pH stress (pH 8.1) or oxidative stress (0.25 mMm hydrogen peroxide). Cells were collected, and
B-galactosidase activity was determined. Data are mean = S.E. from three independent clones.

of the PRX1 promoter to high pH. Under the same conditions,
the alkaline-responsive PHO84 promoter (14) did not respond
to oxidative stress, and its pH-dependent activation was not
affected by deletion of YAP1 or SKN7.

DISCUSSION

In a recent report (14), we described a genome-wide analysis
of the transcriptional response of yeast cells to mild alkaline
stress, and we presented evidence that in specific cases (such as
ENAI or PHOS89) the signaling pathway involving calcineurin
and the calcineurin-activated transcription factor Crz1/Tenl
was necessary for partial or even full response to this specific
stress condition. Activation of calcineurin has been commonly
considered as the result of an increase of cytosolic calcium

levels (31). However, recent evidence indicates that the func-
tional regulation of the phosphatase can be quite complex. For
instance, calcineurin activity can be regulated by members of
the RCN (regulators of calcineurin) family, also termed calci-
pressins (32-34), represented in the budding yeast by the
RCNI1 gene (32). Most interestingly, the effect of Renl on cal-
cineurin activity depends on its phosphorylation state, and
recent data points to Mck1, a member of the glycogen synthase
kinase 3 family, as the major Renl kinase in vivo (35). Fur-
thermore, the subcellular location and function of Crz1/Tcenl is
also regulated by phosphorylation (12, 36). Therefore, the cal-
cineurin pathway probably integrates diverse signals at differ-
ent levels. Consequently, we considered it necessary to test
directly in vivo whether exposure to alkali would represent a
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rise in the level of cytosolic calcium and, if so, to evaluate the
kinetics of the process and to investigate the origin of the
cation.

To this end, we used a reporter system based in the expres-
sion of apoaequorin (5), a method employed by several labora-
tories to monitor in vivo changes in calcium concentration
under a number of circumstances. Our results indicate that
alkali stress triggers a very rapid and transient burst of cal-
cium, very similar to what has been observed for hypotonic or
saline stress (7-9), and much faster than that described for
sphingosine treatment (6). This increase is only apparent when
cells are exposed at pH 7.5 (Fig. 1B) and increases until pH 8.2
is reached. This profile fits well with the dose response for the
alkaline pH induction of PHO89, a gene known to be activated
by alkaline pH through the calcineurin pathway, whose acti-
vation becomes significant around pH 7.4—7.5 (14). In contrast,
activation by alkaline pH of a related gene, PHO84, which
requires a lower pH, is independent of calcineurin (14).

An increase in cytosolic calcium can result from entry of the
cation from the external medium or by release from internal
stores, thus being the vacuole of the major calcium storage site
in yeast (38, 39). For instance, the initial increase of intracel-
lular calcium upon hypotonic shock has been attributed to
release from intracellular stores, whereas the sustained one
would have an extracellular origin (7). There is some contro-
versy regarding the origin of cytosolic calcium upon saline
stress. Thus, it has been defined as being of vacuolar origin and
mediated by the Yvcl channel (8) or of extracellular origin and
imported into the cells through the Mid1-Cch1 channel (9). In
our case, the absence of Yvcl did not result in a significant
decrease in the peak of calcium, suggesting that the contribu-
tion of the vacuole to this burst is negligible. In contrast, our
data are consistent with the notion that the increase in cyto-
solic calcium observed after alkaline stress is the result of an
enhanced influx from the external medium and that the vast
majority of this effect requires the presence of both the Cchl
and Mid1 proteins. This is important to note because, although
there is plenty of biochemical and genetic evidence that both
Cchl and Mid1 work together as a high affinity calcium influx
system (4, 9, 40—42), recent evidence indicates that in some
cases, such as the amiodarone-induced transient cytosolic cal-
cium burst, Mid1 but not Cchl is required (43). The residual
calcium increase observed in midI and cchl cells could be
explained by the existence of a recently identified low affinity
calcium influx system (4, 44, 45).

Our data also indicate that the transient increase in intra-
cellular calcium triggered by alkaline stress can result in func-
tional changes at the transcriptional levels. We show (Fig. 3)
that several transcriptional elements containing known CDRE
do respond to increases in external pH in a fashion that closely
agrees with the profiles of the observed calcium burst. For
instance, the lack of Yvcl does not affect the response of any of
the calcium-responsive reporters tested. In contrast, addition
of EGTA or deletion of either MIDI or CCH]1 fully blocks the
response from reporter pAMS366, which contains a tandem of
four CDRE from the FKS2 gene (10), or largely abolishes the
response from a fragment of the ENAI promoter, which con-
tains a CDRE (pMRK212), as well as from the entire PHO89
promoter. The partial response to high pH observed with re-
porter pMRK212 could be because of the residual calcium entry
observed in such mutants (Fig. 1) and/or to the existence of
additional alkaline pH-responsive elements. In this regard, it is
worth noting the existence of an Nrgl binding site at positions
—730/—724 of the ENAI promoter, which is included in
pMRK212 and largely overlaps the CDRE. Nrgl is a transcrip-
tional repressor that has been recently shown to be the target
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of Rim101, a C,H,, zinc finger protein important for a subset of
transcriptional alkaline pH responses (46, 47).

Our systematic screening for mutations conferring sensitiv-
ity to the calcineurin inhibitor FK506 yielded 48 genes. In a
recent report, 35 mutations were defined as FK506-sensitive by
growing the cells in semi-solid (agar) medium (48). Eighteen of
these mutations were also found in our screening (see Table II).
It must be noted that most mutations reported here and missed
in Ref. 48 correspond to relatively weak phenotypes, suggesting
that our screen was probably more sensitive. On the other
hand, most mutations reported in Ref. 48 that are not present
in our Table II correspond to strains that show rather slow
growth and, consequently, presented unreliable absorbance
values even after the largest incubation period (48 h). There-
fore, both sets of data can be considered as complementary. In
any case, we show that 20 mutations (42%) that confer sensi-
tivity to FK506 (Table II) also resulted in sensitivity to high pH
in a recent screen of the same library (28). It is worth noting,
given a total number of 4825 common deletions analyzed in
both screens and assuming that FK506 sensitivity and high pH
sensitivity were independent events, that one should expect
only one gene sharing both phenotypes. This large overlap
probably reflects the importance of a functional calcineurin
pathway in the response to high pH stress.

We have tested the transcriptional response of wild type
yeast cells 10, 20, and 45 min after a shift from standard
growth conditions (pH 6.2) to pH 8.0, and we found that 266
genes were induced at least 2-fold and at least one of the time
points was investigated. We carried out a similar time course
experiment some time ago (14) aiming to identify genes respon-
sive to a milder pH stress (pH 7.6). By using the same wild type
genetic background, this experiment resulted in the induction
of only 150 genes. Comparison of both sets of data reveals that
46 genes are also induced when cells are challenged at pH 8.0.
Therefore, different stress intensity is able to elicit a different
transcriptional response, indicating that some promoters are
more sensitive to alkaline pH conditions than others. This is in
agreement with the results obtained in our previous work in
which four pH-responsive promoters were analyzed under dif-
ferent alkaline pH conditions (14). The intensity of the pH
stress used in the present work resembles quite closely the
conditions studied by Causton et al. (49), in which cells were
switched from pH 6.0 to 7.9. This resulted in 463 genes with at
least a 3-fold increase in expression from 10 to 60 min. In our
case, we detect 113 overlapping genes (43%), a figure much
higher than that previously observed in wild type cells shifted
to pH 7.6 (33 genes, 22%). In any case, it should be noted that
the different technological platforms used in both experiments
make it difficult to carry out direct comparison of the results.

As can be deduced from Table III, the genes induced by
alkaline stress are involved in a large number of cellular func-
tions. It is remarkable, however, that a significant number of
these genes, such as UGA2, GRX1, HSP12, TRX2, MCRI,
GAD1, GRE2, or PRX1, are related to the response to oxidative
stress. A recent screen carried out in our laboratory, using a
systematic deletion mutant library, for mutations that result in
sensitivity to alkaline pH revealed that mutation of SODI,
SOD2, or CCS1 (LYS7), encoding key enzymes in tolerance to
oxidative stress, results in a dramatic alkaline phenotype (28).
A possible explanation would be that exposure to an alkaline
environment could involve, to some degree, oxidative stress.
Here we tested this hypothesis by using two different ap-
proaches. We found that a significant percentage of cells ex-
posed to high pH stress produced positive (fluorescent) signal
upon preincubation with dihydrorhodamine 123, a widely used
probe for detection of reactive oxygen species, although the
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response was not as intense as that obtained by using 2 mMm
hydrogen peroxide as the oxidative agent. Furthermore, the
alkaline response of the PRXI promoter (a gene known to
respond to oxidative stress) was fully abolished in cells lacking
the YAPI gene, which codes for a bZip transcription factor
required for oxidative stress tolerance (for a recent review see
Ref. 50). This is not a general effect, because the induction of
the alkaline-responsive gene PHO84 was unaltered in yapl
cells. In fact, PRXI contains a TTAGTGA sequence 705 nucle-
otides upstream of the start codon, which represent a potential
binding site for Yapl. Most interestingly, PRX1 expression
seems to be regulated by multiple pathways in response to
different stress conditions, and one of these involves the Msn2/
Msn4 activators (51). However, we have observed that the
pH-induced response of PRX1 is not altered in msn2 or msn4
cells (not shown). In any case, our data support the notion that
part of the phenotypic effects derived from exposure to high pH
(including part of the transcriptional response) might be the
result of an oxidative stress situation.

Two recent reports (52, 53) have addressed the transcrip-
tional response to cell wall damage as a result of specific
mutations or chemical or enzymatic treatment. These authors
identify 178 genes whose expression is increased at least 1.9-
fold upon exposure to Congo Red or zymolyase. Comparison of
these results with our microarray data reveals a striking over-
lap of 28 genes, well above the expected overlap (8 genes) if
both events were fully unrelated. These common genes include
relevant elements of the cell wall, such as GSC2 (component of
B-1,3-glucan synthase), CRH1 (a cell wall glycosidase), SED1 (a
cell surface glycoprotein that contributes to cell wall integrity
and stress resistance), or its structural homolog SPI1 (a glyco-
sylphosphatidylinositol-anchored cell wall protein). It is re-
markable that all four genes are also induced by mutation of
certain cell wall-related genes (52) and that SEDI has been
also reported as required for oxidative stress tolerance (54).
These results suggest that exposure to alkaline pH might lead
(at least up to some extent) to a situation of cell wall damage.
This hypothesis is reinforced by the observation that mutation
of key elements of the cell wall maintenance of the mitogen-
activated protein kinase pathway (BCK1 and SLT2) or several
cell wall components, such as SED1, KRE1, GAS1, and others,
results in a severe phenotype of alkaline pH sensitivity (21, 28).
Most interestingly, 12 of the 48 genes (25%) whose deletion
results in sensitivity to FK506 (Table II) correspond to genes
related to cell polarity and cell wall organization and biogene-
sis. This may reflect the link between alkaline stress and cell
wall damage and the requirement for a functional calcineurin
pathway under both stress situations. It is worth noting that it
has been reported that exposure to low external pH promotes
changes in the organization of the cell wall, although in this
case the Slt2/Mpk1l mitogen-activated protein kinase does not
seem to be involved (55).

Our data show that the response of 27 genes (10%) that are
induced by alkaline stress involves, at least in part, the cal-
cineurin pathway, indicating that this pathway contributes
significantly to the alkaline transcriptional response. It is
worth noting that, almost without exception, the calcineurin-
sensitive genes can be classified as early genes (even if they are
classed as intermediate, they show already a response after 10
min of stress). This rapid transcriptional response is in agree-
ment with the very rapid kinetics of the calcium burst observed
after exposure to alkali. Exposure to external high calcium
results in a transcriptional response, recently characterized at
the genomic level, which involves increased expression of 153
genes (13). We have compared our data with that of Yoshimoto
et al. (13) and found that 22 genes that are presented in Table
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IIT are also induced by high calcium in the medium. Seven of
these genes (YBR287W, PHO89, PRB1, PUT1, YNL208W,
YOR220W, and SUR1) have also been defined as sensitive to
the absence of calcineurin in this work.

Comparison of the transcriptional response to alkaline stress
in cnbl and crzI mutants indicates that in most cases the
absence of CRZI results in a decrease in the response quite
similar to that observed in a cnbl strain. This would be in
agreement with the observation by Yoshimoto et al. (13) that
most of the calcineurin-dependent transcriptional response to
high levels of external calcium is lost in a crzl strain and
supports the notion that this transcription factor is the main
mediator for the calcineurin-dependent transcriptional re-
sponse. It should be noted, however, that computer analysis of
the upstream regions of calcineurin- and crzl-sensitive genes
in Table IV, using consensus sequences reported for Crz1 bind-
ing (13, 52), gave positive results only in ~50% of the cases.
This could mean that further work is required to refine the
consensus sequence for Crzl binding. On the other hand, the
observation that certain genes are sensitive to the absence of
Crzl but not to that of calcineurin is rather intriguing. A
possible explanation would be that this transcription factor
could be also regulated in a calcineurin-independent way.
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Alkalinization  of the external
environment represents a stress situation for
Saccharomyces cerevisiae. Adaptation to this
circumstance involves the activation of diverse
response mechanisms, whose components are
still largely unknown. We show here that
mutation of members of the cell integrity
Pkcl/SIt2 MAP kinase module, as well as
upstream and downstream elements of the
system confers sensitivity to alkali.
Alkalinization results in a fast and transient
activation of the SIt2 MAP kinase that
depends on the integrity of the kinase module
and is largely abolished by sorbitol. Lack of
Wscl, removal of specific extracellular and
intracellular domains or substitution of Y303
in this putative membrane stress sensor,
renders cells sensitive to alkali and
considerably decreases alkali-induced Slt2
activation. In contrast, constitutive activation
of SIt2 by the bck1l-20 allele increases pH
tolerance in a wscl mutant. DNA microarray
analysis revealed that several genes encoding
cell wall proteins, such as GCS2/FKS2, DFGS5,
SKT5 and CRH1, are induced by high pH in a
Slt2-dependent manner. We observe that dfg5,
skt5, and particularly dfg5 skt5 cells, are alkali
sensitive. Therefore, our results show that an
alkaline environment imposes a stress
condition on the vyeast cell wall. We
demonstrate that the Slt2-mediated MAPK
pathway plays an essential role in the adaptive
response to this insult, and that Wscl
participates as an essential cell surface pH
sensor. Moreover, these results provide a new
example of the complexity of the response in
budding yeast to the alkalinization of the
ambient.

The yeast Saccharomyces cerevisiae, a

model organism in  biology with an

unquestionable biotechnological interest, grows
better at acidic than at neutral or alkaline pH.
Maintenance of an acidic environment is
primarily based on the active proton extrusion
mediated by its plasma membrane H'-ATPase,
and this proton gradient is critical for the uptake
of different nutrients, including diverse cations
(1;2). Therefore, sudden alkalinization of the
environment represents a stress condition for this
yeast and, in order to survive, S. cerevisiae must
detect the change and react to it, triggering an
adaptive response.

The response of budding yeast to
alkalinization of the environment has been
characterized in some detail in the last few years,
in many cases through the study of mutants
sensitive to high pH conditions and/or the
definition of the transcriptional adjustments after
exposure to alkaline pH. Interestingly, the
response in S. cerevisiae seems to be more
complex than that characterized in other fungi,
such as Aspergillus nidulans. In this fungus, the
zinc finger PacC transcription factor plays a
pivotal role in mediating pH regulation by
directly activating pH responsive promoters (see
(3;4) for reviews). S. cerevisiae encodes a PacC
homolog, Rim101, which has been shown to play
a role in alkaline pH response and adaptation,
although Rim101 is responsible only for a limited
set of alkali-induced transcriptional responses. In
addition, its activation requires a single
proteolytic step, in contrast to the two-step
described for A. nidulans, and its action on
responsive promoters seems to be an indirect one,
by repressing the expression of transcriptional
repressors such as NRG1 (5-8). In addition to the
Rim101 pathway, adaptation to external high pH
involves the activation of the calcium-activated
phosphatase calcineurin (8-10). It has been
shown that exposure to alkali triggers a strong
and transient intracellular calcium burst (10),
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which results in activation of calcineurin and the
calcineurin-regulated transcription factor
Crz1/Tenl. Activation of the calcineurin/Crzl
pathway has relevance in high pH adaptation, as
deduced from the alkali-sensitive phenotype of
cnbl mutants. About 10% of the alkali-induced
transcriptional response is partially or fully
dependent of the activation of this pathway
(8;10). The analysis of the transcriptional profile
after alkaline stress also reveals that
alkalinization of the medium probably affects the
availability of different nutrients, such as
phosphate, and that of specific cations, such as
copper and iron (6;8;11;12). Similarly, high pH
stress involves some degree of oxidative stress
(12).

A recent screen for strains sensitive to
high pH carried out in our laboratory using a
systematic library of deletion mutants revealed
118 genes that were important to ensure normal
alkaline tolerance (12). Interestingly, our list
included BCK1 and SLT2/MPK1, which are
components of the MAP kinase cascade involved
in cell wall remodeling and maintenance of
cellular integrity (see (13) for a recent review and
references therein). This kinase module includes
yeast protein kinase C (Pkcl), which in response
to cell wall stress phosphorylates and activates
the Bckl kinase. Activated Bckl can
phosphorylate a pair of redundant MAP kinase
kinases (Mkk1/2), which will activate the SIt2
MAP kinase. Upstream components of this
pathway are a number of presumed membrane
sensors (Wscl-4, Mid2, Mtll), which in some
cases have been shown to signal through the
Rhol GTPase. Activation of Slt2 results in the
phosphorylation of several nuclear and cytosolic
targets. Among the nuclear targets are the
transcription  factors RIm1, which seems
responsible for most of the transcriptional effects
derived from the activation of Slt2, and SBF
(Swi4/Swib).

The identification of bckl and slt2
mutants as sensitive to high pH, supported by the
results of an independent survey using liquid
cultures (14), prompted us to consider the
possibility that the SIt2 MAP kinase pathway
might be involved in alkaline pH signaling,
perhaps as a result of the generation of some sort
of cell wall stress. In this report we demonstrate
that alkaline stress rapidly and transiently
activates Slt2, that this activation is largely
mediated by the Wscl cell membrane sensor
(also known as SLG1 and HCS77), and that it
results in an increase in the expression of several

specific genes, some of which are relevant for
adaptation to high pH stress.

Experimental Procedures

Bacterial and yeast strains and culture
conditions - Escherichia coli DH5a was used as
a host for DNA cloning experiments. Bacterial
cells were grown at 37 °C in LB medium
containing, when needed, 50 ug/ml ampicillin for
plasmid selection. S. cerevisiae cells were usually
grown at 28 °C in YPD medium (10 g/liter yeast
extract, 20 g/liter peptone, and 20 g/liter
dextrose) or, when indicated, in synthetic
minimal or complete minimal medium (15). All
mutant strains were kanMX deletions (16)
derived from wild type BY4741 (his341 leu24
metl5A4 ura34), with exception of strains shown
in Figure 5B, which were in the W303-1A
background (MATa ade2-1 his3-11,15 ura3-1
leu2-3,112 trpl), because of the availability of
the TRP1 marker.
Recombinant DNA Techniques - E. coli cells
were transformed by standard treatment with
calcium chloride (17). S. cerevisiae cells were
transformed by a modification of the lithium
acetate method (18). Restriction mapping, DNA
ligation, and other DNA recombinant techniques
were carried out by standard methods (17).
Plasmids and Gene Disruption - Strain RSC74
was generated by replacement in the W303-1A
background of the entire WSC1 coding region by
the KanMx marker. To this end, a PCR-amplified
wscl::KanMx cassette was obtained using
genomic DNA of the BY4741 wscl::KanMx
strain (16) as a template and oligonucleotides
5" WSC1 _DISR and 3'_WSC1 _DISR as primers
(see Supplemental Table 1 for oligonucleotides
used in this work).

The deletion cassette used to disrupt
the SKT5 gene was generated as follows. A
region containing the SKT5 gene from -683 to
+2143 relative to its initiating ATG codon was
amplified by PCR. Genomic DNA from the
BY4741 wild type strain was used as a template
and the oligonucleotides SKT5_DISR_5" (which
contains a Xbal site) and the SKT5_DISR_3’ as
primers. The 2.8 kbp resulting fragment was
digested with Xbal and Hindlll and cloned into
pUC19, obtaining plasmid pUC-SKT5. The 1.6
kbp Sall-Smal restriction fragment from YDpL
(19) containing the LEU2 gene was cloned into
the Xhol-Hincll digested pUC-SKT5, to yield
plasmid pDSKT5_L. The 3.1 kbp Xbal-HindllI
fragment from pDSKT5_L containing the



skt5::LEU2 disruption cassette was used to
transform the BY4741 dfg5::KANMx strain to
yield strain RSC78.

WSC1 directed mutagenesis was
performed as follows. All DNA fragments used
to obtain mutated versions of the WSC1 gene
were amplified by PCR with High Fidelity
Expand Tag polymerase (Roche) using as a
template the pRS314-WSC1™*  centromeric
plasmid described in (20). PCR amplification
products were gel-purified with the GeneClean
kit (Biol01 Systems) before use for yeast
transformation. Sequences of all amplified and
cloned DNA products were verified by
automated DNA  sequencing.  Constructs
expressing versions of Wscl containing different
deletions of its extracellular domain were
obtained by in vivo DNA-recombination, after
co-transformation of yeast cells with the pRS314
vector (21) digested with Kpnl and Pstl and two
additional overlapping DNA fragments (a and b).
The forward primer to obtain the different a
fragments for all mutations was always the
standard M13 Reverse, which hybridizes to the
pRS314 plasmid. In the same way, the standard
Universal primer was used as a reverse primer to
amplify all the b fragments. In order to get
pPWSC1(A21-110), oligonucleotides
WSCIN3_REV and WSC1N4_FOR were used
as reverse for fragment a and forward for
fragment b, respectively. The pWSC1(A116-256)
construct was obtained with oligonucleotides
WSCIN1 REV and WSC1N2 _FOR as reverse
for fragment a and forward for fragment b,
respectively, and oligonucleotides
WSCIN5_REV and WSC1IN2_FOR were used,
respectively, to generate fragments a and b for
the pWSC1(A21-256) construct. Constructs in
pRS314 expressing the mutations in the
cytoplasmic domain of Wscl, such as pRS314-
WSC1-Y303A"™ and pRS314-WSC1-(1-300)™,
YEp352-WSC1™ and the bck1-20 construction
have been previously described (20;22;23). In
some cases, diverse Wscl versions were
transferred from plasmid pRS314 (TRP1 Marker)
to pRS316 (URA3 marker) by digestion with
Kpnl and Sacl and subsequent ligation.
Preparation of Yeast Extracts and Immunoblot
Analysis - For immunodetection of the SIt2
MAPK, saturated cell cultures of the indicated
strains in YPD medium were diluted to an Aggo Of
0.2 in fresh YPD and grown until Agg of 1.3-1.4.
Then the alkaline shock was performed by
adding KOH (from a 1M stock) to reach a final
concentration of 35 mM (which leads to a pH

value of 8.2). At the specified times after KOH
addition, 5 ml of the cell culture were harvested
by filtration, washed once with pre-chilled water,
snap-frozen and kept at -80 °C. Control cells
received the same amount of KCI. For dose-
response experiments, different final
concentrations of KOH were used as indicated
elsewhere. Cell wall stress was carried out by
addition of Congo Red to the medium, to reach a
final concentration of 100 ug/ml (from a 10
mg/ml  stock solution). Heat stress was
accomplished by rapidly shifting the temperature
of the cultures to 40°C. When indicated, YPD
was supplemented with 1 M Sorbitol.

Total cell protein extracts were
prepared basically as previously described (24).
Briefly, cell pellets were resuspended in 150 pl
of lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl 10% Glycerol, 1% Triton X-100 and 0.1%
SDS) containing phosphatase and Kkinase
inhibitors (50 mM NaF, 1 mM sodium
ortovanadate, 50 mM B-glycerolphosphate, 5
mM sodium pyrophosphate, 0.5 mM EDTA pH
8.0), 1 mM PMSF and a protease inhibitors mix
(complete EDTA-free protease inhibitor cocktail
tablets, Roche). One volume of acid-washed
glass beads was added and cells were broken by
vigorous shaking in a Fast Prep cell breaker (Bio
101; setting 5.5 for 25 s). After sedimentation at
16,000 xg the clear lysate was recovered and the
protein concentration quantified by Bradford
assay. Forty ug of total protein were fractionated
by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred to nitrocellulose membranes
(Hybond C-Extra, Amersham Biosciences).
Membranes were incubated for 2h with either
anti-phospho-p44/42 MAPK (Thr®%/Tyr®®, New
England Biolabs), at 1:2000 dilution, anti-
phospho-p38 MAP kinase (Thr'®/Tyr'®? Cell
Signalling) at 1:1000 dilution, or anti-GST-SIt2
antibodies (25), at 1:10000 dilution, to detect
dually phosphorylated Sit2, dually
phosphorylated Hogl or total Slt2, respectively.
A 1:25000 dilution of horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit antibody was used to
detect primary antibodies. Immunocomplexes
were visualized by the ECL Advance Western
blotting detection kit (Amersham Biosciences).
The chemiluminiscence was recorded by the
Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (Fuji)
and the Multi Gauge V 3.0 software was used to
quantify signal intensities.

Immunodetection of HA-tagged Wscl
versions was accomplished as follows. Yeast
cells from 5 ml exponentially growing cultures



were collected by centrifugation, washed with
cold water and kept dried at -80 °C. Two hundred
ul of ice-cold lysis buffer (50 mM Tris HCI pH
75 150 mM NaCl and 5 mM EDTA)
supplemented with 1 mM PMSF and protease
inhibitors were added to the dried cell pellets
together with one volume of glass beads. Cells
were broken by 5 cycles of one minute of
vigorous shaking and glass beads were removed
by sedimentation at 750 xg. Total protein
concentration was quantified by the Bradford
assay and 40 pg of protein were centrifuged at
16,000 xg for 15 min. Pellets were resuspended
in SDS-loading buffer, fractionated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (8%) and
transferred to PVDF membranes (Immobilon-P,
Millipore). Monoclonal anti HA antibody (Anti
HA 12CAb5, Roche) was used at 1:5000 dilution.
The anti-mouse secondary antibody coupled to
horseradish peroxidase was diluted 1:25000 and
the Supersignal West Dura System kit (Pierce)
was used to visualize the protein-antibody
complexes in a LAS-3000 (Fuji).

RNA purification, DNA microarray experiments
and Reverse Transcription-PCR.- For RNA
purification 20 ml of yeast cultures were grown
at 28 °C in YPD medium until an Ags of 1.3.
KOH or KCI was added from concentrated stock
(1M) to reach a final concentration of 33 mM.
Yeast cells were harvested by filtration after 15
and 30 min, washed once with cold water and
dried cells were kept at -80 °C until RNA
purification. Total RNA was purified using the
RiboPure-Yeast kit (Ambion) following the
manufacturer instructions. RNA quality was
assessed by denaturing 0.8% agarose gel
electrophoresis and RNA quantification was
performed by measuring absorbance at 260 nm in
a BioPhotometer (Eppendorf).

Transcriptional analyses were
performed using DNA microarrays containing
PCR-amplified fragments from 6014 S.
cerevisiae ORFs (10;26). Fluorescent Cy-3 and
Cy-5-labelled cDNA probes were prepared from
8 ug of purified total RNA by the indirect dUTP-
labelling method, using the CyScribe Post-
Labelling Kit (Amersham Biosciences). Pre-
hybridization, hybridization and washes were
carried out as recommended by The Institute for
Genomic Research
(http://www.tigr.org/tdb/microarray/conciseguide
html) - with  minor modifications. For the
hybridizations of the DNA microarrays, both
dried Cy3- and Cy5-labelled probes were
resuspended in 35 ul of hybridization solution

(50% formamide, 5x SSC and 0.1% SDS) and
mixed. Five ug of salmon sperm DNA was added
to the mix before denaturalization for 3 min at 95
°C. Hybridizations were carried out in an
ArrayBooster Hybridization Station (Sunergia
Group) for 14 h at 42 °C. The ScanArray 4000
scanner (Packard) was used to obtain the Cy3 and
Cy5 images at 10 um resolution. The fluorescent
intensity of the spots was measured and
processed using the GenePix Pro 6.0 software
(Molecular Devices).

For each condition assayed two
independent experiments were performed, and
dye-swapping was carried out in each case. Data
from different experiments were combined and
the mean was calculated. A given gene was
considered to be induced or repressed when the
ratio (alkaline stress vs. no stress) was higher
than 1.9 or lower than 0.50 respectively.
Software from GEPAS server
(http://gepas.bioinfo.cipf.es/) was used to carry
out clustering and other data analyses (27). To
confirm some of the results obtained by the
microarray experiments, RT-PCR analyses were
performed using the OneStep RT-PCR Kit
(QIAGEN) and 1 ug of total RNA. The following
pairs of oligonucleotides: RT_SKT5 UP and
RT_SKT5 DO; RT _DFG5 UP and
RT_DFG5_DO; RT_CRH1_UP and
RT_CRH1 DO (Supplemental Table 1) were
used to determine, after 24 cycles, the levels of
mRNA corresponding to SKT5, DFG5 and
CRHL, respectively.

Actin Staining - BY4741 wild type cells were
diluted into fresh YPD medium to an Aggo 0f 0.2
from a saturated culture and growth resumed
until an Aggo of 1.3 was reached. Alkaline stress
was initiated by adding KOH from a 1 M stock,
to reach a final concentration of 35 mM (leading
to pH 8.2). One hundred ul aliquots of this
culture were collected at different times and
processed for actin staining with rhodamine-
phalloidin essentially as in (28). KCI instead of
KOH was used for non-stressed conditions.
Temperature stress was accomplished by
transferring cultures to a water incubator set at 42
°C.

Growth tests - Sensitivity of different yeast
strains to alkaline pH, high temperature, caffeine,
Congo Red or Calcofluor White was assayed by
drop test on YPD plates. For testing alkaline
stress sensitivity plates containing 50 mM TAPS
adjusted with KOH at different pH values were
used. When required, 1 M Sorbitol was added to
the medium prior to sterilization by autoclaving.
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Growth in liquid medium at high pH was
performed in 96-well plates. Two hundred fifty
ul cultures at an initial Aggo 0f 0.001 were grown
for 23h at 28 °C in YPD containing 50 mM
TAPS buffered at the indicated pHs. Growth was
monitored in an iIEMS Reader MF (Labsystems)
at 620 nm.

RESULTS

Alkaline stress results in transient activation of
the SIt2 MAP kinase- The finding that mutation
of non-redundant members of the Slt2 MAP
kinase cascade resulted in a strong alkali-
sensitive phenotype (12) prompted us to evaluate
in detail high pH tolerance for upstream and
downstream members of this module. As shown
in figure 1, mutants in upstream components such
as the wscl strain (but not wsc2, wsc3, or mid2)
displayed sensitivity to alkali. mtl1 cells were as
tolerant as wild type cells (not shown). Mutation
of ROM2, a GDP/GTP exchange protein for the
Pkcl activator Rhol (not shown), or either
MKK1 or MKK2, the kinases directly upstream
SIt2, did not result in altered pH tolerance, which
could be explained by a redundant role of the pair
Rom1/2 and Mkk1/2 in this signaling pathway.

Mutation of the transcription factor
Rml1, an important nuclear target for Slt2, did
not confer high pH sensitivity. In contrast, lack of
either component of the SBF transcription factor,
Swi4 and Swib, resulted in sensitivity to alkali.
These strains were subjected to the same stress in
the presence of 1 M sorbitol. Interestingly, the
presence of the osmotic stabilizer did rescue
sensitivity of the bckl and slt2 mutants to high
pH, Congo Red or high temperature (42 °C) but,
in contrast, wscl, swi4 and swi6 strains still
showed a significant growth defect in the
presence of high pH or Congo Red.

The sensitivity to high pH conferred by
mutation of upstream and downstream
components of the Slt2 cascade supported the
notion that this pathway might be activated by
alkalinization of the medium, thus being involved
in the response to this kind of stress. To directly
test this hypothesis, wild type cells were
subjected to alkaline shock and samples taken at

different times. Extracts were prepared,
electrophoresed and  immunoblotted  with
antibodies able to detect the active,

phosphorylated form of Slt2, as well as with anti-
SIt2 antibodies. As shown in Figure 2A, exposure
to high pH results in a fast and transient
phosphorylation of Slt2, peaking between 5-15

min after the stress and declining after 30 min.
Dose-response experiments (Figure 2B) showed
that phosphorylation of Slt2 was already
noticeable around pH 7.5, peaked around pH 8.2
and was not further enhanced at higher pHs.
Activation of SIt2 in response to external
alkalinization was fully depended on the integrity
of the MAP Kkinase cascade, as demonstrated by
the absence of Slt2 phosphorylation in a bckl
mutant (Figure 2C). Alkalinization of the
medium did not result in phosphorylation of the
Hogl MAP kinase during the first hour after
stress, as deduced from immunoblot analyses
using anti phospho-p38 MAP kinase antibodies
(not shown).

As cell integrity of slt2 mutants after cell
wall damage can be preserved if osmotically
stabilized, we investigated the effect on SIt2
activation of the presence of 1M sorbitol in the
alkaline medium. As shown in figure 3A,
addition of sorbitol largely attenuated the fast
phosphorylation of Slt2 in response to high pH,
although it resulted in a pH-independent, late
(30-60 min) activation of Slt2. A similar time-
course experiment showed that phosphorylation
of SIt2 in response to alkaline stress is much
faster than in response to other stresses, such as
exposure to Congo Red or high temperature
(Figure 3A). As it has been documented that
different stress situations lead to actin
depolarization, we sought to investigate if this
was the case for alkaline stress. To this end,
cultures were shifted to pH 8.2 and samples taken
at different times ranging from 5 to 120 min.
However, we did not observe abnormal
alterations in actin distribution at any time, while
control cells shifted to 42 °C showed a marked
actin depolarization after 15-30 min (Figure 3B).

Identification of Wscl as a signaling component
in the alkaline pH stress response - The
observation that mutation of WSC1 resulted in
increased pH sensitivity raised the possibility that
this membrane protein might perceive the
signal(s) generated by high pH and transmit it
through the SIt2 pathway. To test this hypothesis,
wild type and wscl cells were subjected to
alkaline stress and the phosphorylation state of
SIt2 was monitored. As shown in Figure 4A,
phosphorylation of SIt2 was markedly reduced in
the wscl mutant, while this effect was not
observed for wsc2 or wsc3 mutants.
Phosphorylation of SlIt2 was affected only
slightly in a mid2 strain and did not change in
cells lacking Mtl1, a protein with structural and



functional similarity to Mid2. Therefore, the
sensitivity of the wscl mutant was compatible
with loss of full activation of the SIt2 cascade.

We presumed that if hypersensitivity of
the wscl mutant could be, at least in part, the
result of impaired signaling through Slt2,
artificial activation of the SIt2 pathway may
reduce sensitivity to high pH in the wscl strain.
To this end, we expressed in a wscl mutant strain
the bck1-20 allele, which provides constitutive
activation of the SIt2 pathway and tested
tolerance of these cells to high pH and other cell
wall stresses. As shown in Figure 4B, expression
of the bck1-20 allele did improve high pH
tolerance of the wscl strain, but was without
effect on a slt2 mutant. A similar effect was
previously observed when cells were grown in
the presence of caffeine (29). In contrast,
activation of the SlIt2 pathway did not improve
tolerance to Congo Red or Calcofluor White in
cells lacking Wsc1 (not shown).

Identification of Wscl structural elements
required for signaling in alkaline pH stress- It
has been proposed that normal Wscl function
requires both extracellular and intracellular
domains of the protein (20;30). To test the
functional relevance of these elements in alkaline
stress signaling, we expressed from a centromeric
plasmid in the wscl mutant a HA-tagged version
of both wild type Wscl and Wsc1(1-300), which
lacks the entire cytosolic region (Figure 5A). As
shown in Figure 5B, while the tagged wild type
protein was able to restore normal tolerance to
high pH and other cell wall damaging agents, the
deleted version was not. Interestingly, a version
carrying a change of the intracellular residue
Y303 to Alanine, which has been shown to
disrupt the interaction of Wscl with Rom2 (20),
was also unable to rescue the alkaline sensitive
phenotype of the wscl mutant. We then
constructed and expressed in the wscl strain
three different versions of Wscl carrying diverse
deletions of the extracellular region (Figure 5A
and B). The first one, lacking virtually all the
extracellular segment (A21-256) except the NH,-
terminal signal peptide, was not functional at all.
Interestingly, removal of residues 21-110, which
correspond to the characteristic WSC domain,
yielded a protein still able to confer a certain
degree of tolerance in front of alkaline stress.
Finally, deletion of residues 116-256 yielded a
protein devoid of the large Ser/Thr-rich region
that was essentially ineffective. Loss of function
of the mutated versions cannot be attributed to a

defective  expression or localization, as
immunoblot analysis of cell protein extracts
indicated that all versions were recovered in the
particulate fractions and expressed at levels at
least equivalent to that of the wild type form (not
shown). In agreement with these observations,
expression of Wscl forms lacking the
intracellular region or bearing the Y303A
mutation, which were unable to return cells to
their normal pH tolerance, also failed in restoring
normal levels of SIt2 phosphorylation upon
alkaline stress (Figure 5C). Therefore, both
extracellular structural elements and intracellular
signaling components are required for Wscl to
perform its function on high pH tolerance.

Mannosylation of the periplasmic
ectodomains of Wscl has been shown to be
important for function and it has been attributed
to several members of the protein O-
mannosyltransferases family encoded by PMT1-6
(31;32). We reasoned that if Wscl was an
important element for alkaline pH tolerance, it
would be possible that certain
mannosyltransferase mutants may exhibit an
alkaline sensitive phenotype. To this end, the pH
sensitivity of five different mutants was
compared to that of the wild type strain (Figure
6A). As it can be observed, pmtl and pmt2
mutants display a significant degree of sensitivity
to high pH, while pmt3, pmt5 and pmt6 had a
wild type phenotype. Interestingly, immunoblot
analysis of HA tagged Wscl (Figure 6B) showed
that the total amount of the high molecular mass
form (ca. 100 KDa) decreased in the pmt2 mutant
(and also slightly in the pmtl strain) in
concurrence with the appearance of smaller
protein fragments (ca. 40 Kda). Therefore,
mutations affecting proper O-mannosylation of
WSscl (and probably the stability of the protein)
do result in increased alkaline sensitivity.

Transcriptional profiling in response to alkaline
stress in Slt2-deficient cell - It has been
documented that exposure of S. cerevisiae to high
pH results in a substantial and complex
transcriptional response. Activation of Slt2 after
cell wall damage also gives rise to changes in the
transcriptional profile. We considered that the
comparison of the transcriptional profiles
between wild type and slt2 cells may provide
information about the relevance of this kinase in
remodeling gene expression after alkaline stress
and, perhaps, reveal new genes important for
tolerance to alkali. To this end, we exposed wild
type cells and slt2 mutants to pH 8.2 by addition



to the medium of the necessary amount of KOH,
collected the cells after 15 and 30 min of stress
and prepared total RNA for DNA microchip
analysis (see http://quiro.uab.es/Jarino/ for the
complete set of data). Exposure to high pH
resulted in an at least 1.9-fold induction of 497
genes after 15 min, and 173 after 30 min
(Supplemental Table 2). Comparison of the level
of induction after 15 min in wild type cells with
that of the slt2 mutant revealed that the induction
of 42 genes was reduced at least by 25% in the
mutant strain (including the gene GSC2/FKS2,
encoding a subunit of the 1,3-B-D-glucan
synthase). In contrast, after 30 min of exposure to
alkali, only 4 genes (DFG5, SKT5, CRH1 and
ZRT1) reached the indicated threshold for Slt2-
dependence. Interestingly, three of them (DFGS5,
SKT5 and CRH1) encode cell wall proteins.
Figure 7A shows the induction of DFG5, SKT5,
CRH1 and GSC2/FKS2 after alkaline stress in
wild type and slt2 cells. The induction by high
pH of three of these genes and their dependence
of Slt2 was confirmed by semiquantitative RT-
PCR (Figure 7B). Phenotypic analysis of these
mutants for alkaline tolerance revealed that crhl
or zrtl strains were similar to wild type cells. In
contrast, skt5 and dfg5 cells grew very poorly at
pH 7.8 (Figure 7C). A skt5 dfg5 double mutant
was more alkali sensitive than any of the single
mutants. This phenotype was rather intense, but
not as strong as that of the slt2 mutant.

The recent availability of transcriptional
profiles in response to diverse cell wall damaging
drugs, or to mutation of specific genes relevant
for cell wall maintenance prompted us to
construct an array of expression data that would
allow correlating these changes with those
produced by exposure to high pH. As shown in
Figure 8, cell wall damage provoked by
zymolyase treatment or exposure to caspofungin
or DTT results in a transcriptional profile rather
close to the one caused by high pH stress, while
there was almost no correlation with the profiles
observed after Congo Red or a-factor treatment.
Similarly, comparison with changes induced by
mutation in relevant cell wall components
illustrate that the similarity profile follows the
order fksl > gasl = kre6 > knr4, while the mnn9
profile showed no positive correlation at all.

DISCUSSION
In a recent paper (10) we pointed out the

striking overlap between the transcriptional
profile of yeast cells subjected to severe alkaline

stress and that observed after mutation of genes
encoding certain cell wall components or
exposure to cell wall damaging agents (33;34).
Since mutation of a significant number of genes
related to cell wall biogenesis or maintenance
results in sensitivity to alkalinization (12;14), we
raised the hypothesis that alkaline pH might lead,
at least up to some extent, to a situation of cell
wall damage. To test this hypothesis, the
following questions were addressed: 1) Does
exposure to high pH triggers the activation of the
cell wall integrity pathway mediated by the Slt2
MAP kinase?. 2) If so, would it be possible to
identify a potential upstream sensor for high pH
stress?, and 3) does SIt2 activation results in
increased expression of cell wall components
relevant for adaptation to high pH?.

We show here that alkalinization of the
ambient results in specific activation of the SIt2
MAP Kkinase pathway. S. cerevisiae has five
different MAP kinase modules (35-37) and, in
some cases, a given stress situation results in
activation of several modules. Examples are the
activation of both the Slt2 and Hogl MAP
kinases by heat stress (38) or by hyperosmotic
shock (39). However, in our case, we observe a
very specific involvement of SIt2 in the response
to alkaline stress: while slt2 mutants are highly
sensitive to alkaline pH, hogl, kssl or fus3 cells
are not. Our data also indicates that Kssl and
Fus3 MAP kinases are not phosphorylated after
exposure to alkali, and that FUS1, whose
activation is mediated by Fus3 and Kssl (40), is
not induced by high pH (not shown). This is
remarkable, as Kssl has been previously
proposed to be involved in maintaining cell wall
integrity (36). Similarly, we have observed that
Hogl is not phosphorylated by high pH stress.
Therefore, high pH appears to specifically
activate the SIt2 MAP kinase module.

A remarkable characteristic of the Slt2
activation after alkaline stress is its fast (5-15
min) and transient nature. A very fast
phosphorylation of Slt2 was reported some time
ago as a result of hypotonic shock (41), although
in this case peaked after one min and disappeared
in 10-20 min. This differential kinetics suggests
that the events triggered by hypotonic shock and
ambient alkalinization are not the same. The
relatively fast response to high pH is in contrast
with the slower Kkinetics observed in cells
exposed to Calcofluor White (42;43), caffeine
(24) or heat shock (24;42). A slower response
was also observed in cells treated with rapamycin
(28) or with oxidants such as diamide or



hydrogen peroxide (44). This contrast cannot be
attributed to strain background differences, as we
confirm here slower phosphorylation Kkinetics in
response to increased temperature and Congo
Red treatment. From these results, it appears that
external high pH is perceived faster than many
other situations that also result in Slt2 activation.
While in all these cases phosphorylation of SIt2
is maintained for a relatively long period, the
alkaline response is transient. This could be due
to feed-back regulatory mechanisms or simply
explained by the progressive acidification of the
medium during the experiment. In any case, this
phosphorylation Kinetics correlates well with the
rapid Slt2-dependent transcriptional response,
more important after 15 min of the stimulus than
after 30 min. Therefore, in contrast to that
observed for most Slt2-inducing stimuli, yeast
cells would use the cell integrity pathway for
eliciting an almost immediate response to the
medium alkalization that would be eventually
essential for their survival.

It is commonly accepted that cell wall
status is monitored by a family of five cell
surface proteins (Wscl-3, Mid2 and Mtll).
Among those, Wscl and Mid2 play a major role
in maintaining cell wall integrity and, although
they may have specific functions, their role in
signaling is partially overlapping (see (13) and
references therein). We show here that wscl
mutants are the only ones sensitive to high pH
and that activation of SIt2 is significantly
decreased in wscl mutants, while it is only
marginally affected in mid2 cells. It is remarkable
that the WSC1 gene was not identified as relevant
for alkaline tolerance neither in our previous
systematic screen for alkaline-sensitive mutations
(12) nor by a similar search using liquid cultures
(14). It was recently reported (20) that a
conserved intracellular residue (Y303) is
essential for complementation of the lytic defect
at normal temperature (30 °C) of a wscl mid2
strain and for interaction with downstream
Rom2, the GDP/GTP exchange protein for Rhol.
We show here (Figure 5) that this residue is also
crucial for tolerance to specific cell wall
damaging agents (such as Congo Red) or high pH
in an otherwise wild type strain, as well as for
activation of the Slt2 pathway in response to
ambient alkalinization. This reinforces the idea
that Wscl is stimulated by high pH and that this
generates a signal that, probably through Rom2
and Rhol, activates the Slt2 MAP kinase module.
Our data also indicates that the extracellular
domain of Wscl is crucial for high pH tolerance

and downstream signaling in response to this
type of stress. Interestingly, deletion of the Cys-
rich WSC domain only results in limited loss of
function when cells are challenged with high pH
or caffeine, similarly to what was previously
observed for high temperature (30), thus
suggesting that, albeit characteristic for the four
members of the family (Wsc1-4), the WSC motif
may have little functional relevance. In contrast,
a deletion of the S/T-rich extracellular region,
which renders the protein unable to rescue
growth of the wscl strain at 35 °C (30), also
results in inability to support growth in the
presence of cell wall damaging drugs or high pH.
This region is the target for O-mannosylation
reactions that have been reported to be relevant
for Wscl function (31;32). Protein O-
mannosyltransferases are represented in the yeast
S. cerevisiae by a six member family, PMT1-6,
(45) among which only Pmt2 and Pmt4 are
believed to act on WSC and Mid2 proteins
(31;32). According to this, we observed that
Wscl displays abnormal processing in a pmt2
mutant and that this mutant strain is sensitive to
alkalinization (Figure 6). Interestingly, we also
detected altered Wscl processing and alkali
sensitivity in a pmtl mutant. These findings
confirm that correct O-mannosylation is
important for Wscl function and supports the
notion that integrity of Wscl is essential for
alkaline tolerance. In addition, our data suggest a
possible, previously unnoticed role for Pmtl in
O-mannosylation of Wsc1.

An interesting issue raised by our findings would
be the nature of the cell wall alterations provoked
by exposure to high pH. Although this would
require a specific study that is out of the scope of
this work, our observation (Figure 8) that the
transcriptional profile in response to high pH
stress correlate much better with certain cell
damaging agents (such as caspofungin) or
mutations (fksl) than with others (i.e. Congo
Red) might provide some clue on this question.
As mentioned above, although Wscl and Mid2
serve partially overlapping functions in cell wall
integrity signaling (22;42) there are also
examples of specific roles attributable to each
protein. For instance, wscl mutants are sensitive
to caspofungin and this mutation prevents
activation of Slt2 after exposure to this drug (46),
while activation of SIt2 by exposure to
Calcofluor White and o-factor would involve
Mid2 but not Wscl (42;43). Caspofungin has
been shown to inhibit the activity of B-1,3-D-
glucan synthase (47), while Calcofluor White and



Congo Red would interfere chitin synthesis (48).
This would fit with the positive correlation
between the transcriptional profile in response to
high pH stress and the one found in an fksl
mutant, since FKS1 encodes one of the two
catalytic subunit of 1,3-B-D-glucan synthase.
Interestingly, the gene encoding the alternate 1,3-
glucan synthase subunit, GCS2/FKS2, is induced
by high pH, while a gasl mutant (lacking a p-
1,3-glucanosyltransferase activity) is sensitive to
high pH. In contrast, CHS1 and CHS3, which
encode two of the three chitin synthase in yeast
and are responsible for most of this catalytic
activity, are induced by exposure to Congo Red
but not to high pH (10;34). These results
reinforce the notion that Wscl acts as a sensor of
high pH and suggest that alkalinization of the
environment may cause cell wall damage by
affecting glucan integrity or organization. It is
remarkable that a recent report has pointed out
that sudden acidification of the medium also
results in activation of the Slt2 pathway (49).
However, in this case the kinetics of the response
is slower, more sustained and it depends mainly
on Mid2. These differences points to a
specialized role for both cell membrane sensors
in front of sudden environmental pH
modifications.

It is worth noting that, while osmotically
protected slt2 cells are no longer sensitive to
alkaline pH, wscl mutants still display a
substantial degree of sensitivity (Figure 1). This
suggests that, in addition to impaired SIt2
signaling, cells lacking Wscl suffer other
deficiencies that are relevant to endure alkaline
pH stress. In any case, since our data indicate that
alkaline stress does not lead to abnormal actin
localization, these deficiencies cannot be
attributed to the proposed role of Wscl in actin
distribution (50;51).

Our results suggest that Slt2 activation
represents a significant component of the yeast
adaptive response to high pH. Part of this
response implies a change in gene expression, as
it seems the case for SKT5 or DFG5 (Figure 7).
We observe that skt5 and dfg5 are alkali-

sensitive, confirming the results of a previous
systematic mutant screen (14), and we show here
that the double mutant is more sensitive that the
single ones, suggesting independent roles on high
pH tolerance. However, it must be noted that the
double skt5 dfgs mutant is not as sensitive as the
slt2 strain, indicating that other SIt2 targets
relevant for high pH tolerance must exist. In
addition, while our data clearly shown an
important role for Wscl in Slt2 signaling in front
of high pH stress, it is also evident that activation
of SIt2 by high pH is not fully abolished by the
absence of Wscl, indicating that the pathway
receives alternative inputs. One possibility would
be that other cell wall sensors, such as Mid2, may
provide such additional inputs, although our data
suggest that, if so, their role must be certainly
minor. Alternatively, the MAP kinase module
might receive regulatory inputs, triggered by
alkalinization, independently of the upstream
signaling elements, as it has been suggested for
other types of stress (52). While this manuscript
was in preparation, it has been reported that the
Rim21/Rim101 pathway can contribute to the
assembly of the yeast cell wall (53). This
pathway has been shown in the past to be
relevant for alkaline pH tolerance (6-8).
Therefore, the Rim101 pathway appears as a
possible candidate for additional regulatory
inputs to the SIt2 MAP kinase module under
alkaline pH stress.

In conclusion, our data demonstrates that
alkalinization of the ambient generates a cell wall
damage that is mainly sensed by Wscl. Wscl
triggers a signal that is transmitted to the SIt2
MAP kinase module, which is responsible for
part of the transcriptional adaptive response to
high pH. It is remarkable that a recent report has
shown that a substantial number of genes related
to cell wall construction are induced in Candida
albicans by alkalinization of the medium (54),
suggesting that the adaptive response to high pH
described here could be conserved in this
pathogenic fungus.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.- Alkaline pH sensitivity of mutants in upstream and downstream elements of the SIt2 MAP
kinase cascade. The indicated mutants in the BY4741 background were grown on YPD agar plates at
the specific conditions. Alkaline plates were buffered with TAPS 50 mM. Congo Red was used at 100
ug/ml. Growth was monitored after 2-3 days.

Figure 2.- Phosphorylation of the SIt2 MAP kinase in response to alkaline stress. Panel A. Wild type
BY4741 cultures were made 35 mM KOH (which raise the pH up to 8.2) and samples taken at the
indicated times and processed for immunoblotting as described in Material & Methods. Membranes
were incubated with antiphospho-p44/42 antibodies to detect the phosphorylated form of SIt2 (P-Slt2),
stripped and reprobed with anti SIt2 antibodies, to detect the total amount of the protein (Slt2p). Panel
B. Cultures as in panel A received the indicated concentrations of KCI (control cells) or KOH (stressed
cells). The pH achieved in each case is indicated in parentheses. Samples were taken after 15 min of the
addition of KCI or KOH and processed for immunoblot as described above. Panel C. Wild type
BY4741 strain and its isogenic bckl derivative were treated as in Panel A, cells recovered at the
indicated times and processed for immunoblot.

Figure 3.- Effect of sorbitol in the phosphorylation of SIt2 in alkaline pH stressed cells. Panel A. Wild
type cells were subjected to high pH stress in the presence or absence of 1 M sorbitol, received 100
ug/ml Congo Red or were shifted to 40 °C by resuspension in pre-warmed medium. Samples were
processed for immunoblotting using antibodies against phosphorylated SIt2 (shown in the Figure) and
the SIt2 protein (not shown). The figure at the bottom represents the level of phosphorylation of Slt2 in
cells subjected to the indicated conditions, at the given times, once corrected for the amount of total
SIt2 protein. The highest value for each treatment was considered as 100%. Panel B. Wild type BY4741
cells were subjected to the indicated treatments for 30 min, processed for actin staining as described
(28) and visualized by fluorescence microscopy.

Figure 4.- Lack of Wscl results in impaired Slt2 phosphorylation after alkaline stress. Panel A. The
indicated mutants in the BY4741 background were subjected for 15 min to alkaline stress (pH 8.2) and
processed for immunoblot as in Figure 1. Lower panel represents the relative activation in each case
determined by the ratio of alkali-induced SIt2 phosphorylation compared with unstressed cells, once
corrected by the amount of total SIt2 protein. Wild type cells are considered to have a 100% response.
Data represents the average £ SEM of five independents experiments. (**)p< 0.001, (*) p< 0.05. Panel
B. The BY4741 wild type strain (circles), wscl (squares) or slt2 (triangles) derivatives were
transformed with an empty plasmid (empty symbols) or the bck1-20 allele (filled symbols). Cells were
grown in synthetic medium up to saturation as described under Materials and Methods, inoculated into
YPD medium buffered at the indicated pH and Agy was recorded after 23 h. Data is presented as the
percentage of growth with respect to an equivalent culture at pH 5.5 and correspond to the mean + SEM
from three independent clones.

Figure 5.- Mutational analysis of Wsc1 reveals intra- and extracellular regions relevant for tolerance to
alkali. Panel A, schematic depiction of the structure of Wscl. Numbers indicates amino acid positions.
Tm, predicted transmembrane region. Arrows indicate residues or regions that have been defined as
relevant for signaling to Rom2 in a previous work (20). Panel B. A wscl mutant in the W303-1A
background was transformed with the indicated plasmids (TRP1 marker) and spotted on YPD plates at
the indicated pHs or containing caffeine (7 mM) or Congo Red (10 ug/ml). Growth was monitored for
3-5 days. Panel C. BY4741 wild type strain and its wscl derivative were transformed with an empty
pRS316 plasmid (URA3 marker) or the same plasmid bearing the indicated versions of HA-tagged
Wscl. Transformants were grown and subjected to pH 8.2 for 15 min before collecting the cells and

12



processing them for immunoblot analysis using antibodies that detect the phosphorylated form of Slt2
(P-SIt2) or the SIt2 protein (SIt2p). Extract from a slt2 strain is included as negative control.

Figure 6.- Effect of mutation of different members of the O-mannosyltransferase family on pH
tolerance and Wscl stability. Panel A. The indicated BY4741 mutant derivatives were inoculated in
liguid YPD media or YPD buffered at the indicated pHs and grown as indicated in Materials and
Methods. Relative growth is represented as the ratio between the absorbance of the different cultures
with respect to the wild type strain and expressed as percentage, and correspond to the mean + SEM
from three independent experiments. Panel B. The indicated mutants were transformed with a
multicopy plasmid bearing a functional HA-tagged version of Wscl. Protein extracts were prepared,
electrophoresed, and subjected to immunoblotted using anti-HA antibodies

Figure 7.- Identification of cell wall proteins induced by high pH in a Slt2-dependent manner. Panel A.
Genes induced at least 1.9-fold after 15 or 30 min after exposure of wild type cells to high pH (8.2)
were selected. The induction level in wild type cells (filled bars) was compared to that obtained in slt2
cells (open bars) subjected to the same treatment and those genes presenting at least a 25% decrease in
expression in the MAP kinase mutant were considered Slt2 dependent for high pH induction. The panel
shows the result of this analysis in the case of four genes functionally related to cell wall structure or
maintenance. Numbers at the top of the bars indicate increase in expression (-fold). Panel B. Expression
levels of the indicated genes in non-stressed (-) or stressed (+, pH 8.2 for 30 min) wild type or slt2 cells
determined by reverse transcription-PCR. Panel C. The indicated strains were spotted and grown for 2-4
days in YPD plates buffered at the indicated pHs.

Figure 8.- Correlation between the transcriptional response to high pH stress and to cell wall damaging
drugs or specific mutations. A table was generated with the expression level of genes induced by the
indicated treatments or in specific mutants, which was crossed with the list of genes induced by severe
alkaline stress, as defined in a previous work (10). This produced a final list of 29 genes. The
correlation coefficient between the induction values at high pH stress and each of the indicated
conditions was then calculated and plotted. When data for a specific condition was not available for a
given gene, a value of 1 (no change) was assumed. Symbols and source of the data are: Zym,
Zymolyase (34), CR, Congo Red (34), CAS, caspofungin (J. Arroyo, personal communication), a-F, a-
factor (55), DTT, dithiothreitol (56). Data for mutant strains was obtained from (33).
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TABLE 1. List of oligonucleotides used in this study.

Name

Sequence

5 WSC1_DISR

5-GCGGTACCGCCTTTCCTCTCTGAAGATG-3

3_WSC1_DISR

5-GCTCTAGAAGGGCTAAGTGTTGTGATTAG-3

SKT5_DISR_5%’ 5-GCTCTAGACCATCGTGGGAGACTGTAG-3

SKT5_DISR_3 5-TGAGTGTAAACTGTTGCACC-3

RT_SKT5_UP 5-GGTCGGCAAACCAACCGC-3’

RT_SKT5_DO 5-GATTCAATAGTCAGTGCGG-3’

RT_DFG5_UP 5'-AAGCCACTCATGCCATGG-3

RT_DFG5_DO 5-AACCTCGCCGCAATCTGG-3'

RT_CRH1_UP 5-ACTGCTTCGTGTAACCCG-3

RT_CRH1_DO 5-TGGTTTCACCACCAGCCC-3’

WSCIN3_REV 5-AGAAGTAGACTCCGTACTTGAATCTGAGCTGCTTATG
CTATTCGCTTGCGATAAAATGG-3’

WSCIN5_REV 5-CACCTACAACGCCGCCTACAATTGCCCCTACATTGGC
TTTCGCTTGCGATAAAATGG-3

WSC1N2_FOR 5-GAAAGCCAATGTAGGGGC-3’

WSCIN4_FOR 5-TAGCATAAGCAGCTCAGATTC-3

WSCIN1_REV 5-CACCTACAACGCCGCCTACAATTGCCCCTACATTGGC
TTTGCTATTTGTGTCAGAGTC-3

WSCIN6_REV 5-ACCACCTACAACGCCGCC-3

WSCIN7_REV 5-CAGAAGTAGACTCCGTAC-3




Induced by alkaline stress after 15 min

ID
YALO13W
YALO17W
YALO27W
YALO28W
YALO31C
YALO39C
YALO53W
YALOGOW
YALOG61W
YARO27W
YARO028W
YARO042W
YAR044W
YBLO10C
YBLO15W
YBL064C
YBLO75C
YBLO78C
YBLO86C
YBL101C
YBL103C
YBRO0O1C
YBR0O04C
YBROO5W
YBROO6W
YBRO16W
YBR040W
YBR049C
YBRO56W
YBRO0O68C
YBR105C
YBR113W
YBR126C
YBR132C
YBR147W
YBR149W
YBR152W
YBR165W
YBR176W
YBR183W
YBR211C
YBR212W
YBR214W
YBR216C
YBR225W
YBR228W
YBR230C
YBR235W
YBR251W
YBR269C
YBR280C
YBR284W
YBR287W
YBR290W

Gene
DEP1
PSK1

FRT2
FUN21
CYC3

BDH1

UIP3

SWH1

ACH1
PRX1
SSA3
ATGS8

ECM21
RTG3
NTH2
FMP44
RCR1
UGA2

FIG1
REB1

BAP2
VID24

TPS1
AGP2

ARA1
SPP381
UBS1
ECM31
YPC1
AME1
NGR1
SDS24
YBP1

SLX1

MRPS5
FMP21

ZSP1
BSD2

log2 WT
0.96
1.15
1.20
1.58
0.93
1.33
1.53
0.95
4.88
1.79
1.36
1.49
0.97
1.11
1.17
1.00
1.74
2.19
1.47
2.26
1.46
2.27
1.14
2.26
1.50
1.99
1.37
0.94
1.65
1.65
0.95
0.97
1.91
2.53
1.42
1.26
1.28
1.12
1.02
1.02
1.22
1.70
2.04
1.29
1.69
0.93
2.24
181
0.94
1.27
2.07
2.43
2.16
1.33

SD WT

0.39
0.14
0.18
0.41
0.29
0.13
0.26
0.11
0.44
0.20
0.10
0.43
0.32
0.34
0.46
0.13
0.40
0.34
0.30
0.25
0.16
0.29
0.25
0.38
0.08
0.17
0.10
0.42
0.24
0.11
0.16
0.06
0.18
0.21
0.36
0.19
0.30
0.13
0.20
0.16
0.23
0.21
0.26
0.24
0.38
0.22
0.19
0.45
0.22
0.29
0.35
0.37
0.18
0.13

log2 slt2 Mut SD slt2
0.80
1.08
1.03
1.31
0.83
1.28
1.55
0.94
5.07
1.86
1.64
0.82
0.74
0.70
1.18
1.12
1.11
2.23
1.50
2.25
1.20
2.22
1.21
2.30
1.39
1.96
1.05
1.04
1.87
1.76
0.85
0.41
221
2.43
1.07
1.34
0.95
0.75
0.69
1.10
0.94
1.73
2.12
1.17
1.39
0.71
2.24
1.64
0.77
1.38
1.89
2.17
2.29
1.37

0.22
0.33
0.49
0.33
0.45
0.11
0.13
0.19
0.20
0.50
0.20
0.35
0.37
0.45
0.55
0.30
0.38
0.12
0.15
0.15
0.27
0.38
0.24
0.39
0.48
0.09
0.51
0.40
0.38
0.11
0.22
0.13
0.45
0.25
0.27
0.29
0.50
0.50
0.47
0.30
0.60
0.11
0.24
0.34
0.39
0.35
0.19
0.19
0.49
0.18
0.39
0.58
0.28
0.16



YCLOOSW
YCLO32W
YCLO40W
YCLO47C
YCLO52C
YCR004C
YCRO005C
YCRO010C
YCRO030C
YCRO51W
YCRO091W
YCR100C
YCRX13W
YDLO09C
YDLO10W
YDLO19C
YDLO023C
YDL025C
YDL045C
YDLO80C
YDLO85W
YDL113C
YDL132W
YDL142C
YDL161W
YDL172C
YDL173W
YDL174C
YDL203C
YDL215C
YDL220C
YDL234C
YDROO3W
YDRO006C
YDRO027C
YDR040C
YDRO41W
YDR043C
YDRO059C
YDRO069C
YDRO73W
YDRO74W
YDRO96W
YDR122W
YDR129C
YDR171W
YDR178W
YDR185C
YDR230W
YDR231C
YDR247W
YDR251W
YDR270W
YDR293C
YDR319C
YDR325W

STES0
GLK1

PBN1
YCP4
CIT2

ADY2
SYP1

KIN82

OSH2

FAD1
THI3
NDE2
ATG20
CDC53
CRD1
ENT1

DLD1

GDH2
CDC13
GYP7
RCR2
SOK1
VPS54
ENA1
RSM10
NRG1
UBC5
DOA4
SNF11
TPS2
GlIs1
KIN1
SAC6
HSP42
SDH4

COX20
VHS1
PAM1
CCcC2
SSD1

YCG1

1.09
0.98
2.11
1.16
0.98
0.95
3.98
1.12
1.34
1.61
2.23
1.00
0.93
1.36
1.21
0.99
1.32
1.62
1.12
3.35
1.33
1.75
1.04
1.13
1.13
1.09
1.29
2.30
1.19
1.54
1.37
3.30
1.24
1.60
1.20
3.76
1.42
1.49
1.20
1.54
1.06
2.44
2.12
1.01
1.01
0.99
1.12
1.37
1.18
111
1.48
1.14
1.18
1.13
1.14
1.55

0.10
0.13
0.33
0.28
0.15
0.15
0.26
0.37
0.41
0.33
0.48
0.31
0.17
0.15
0.14
0.27
0.30
0.27
0.25
0.18
0.42
0.31
0.20
0.24
0.10
0.26
0.14
0.14
0.31
0.19
0.36
0.47
0.11
0.47
0.37
0.25
0.18
0.37
0.34
0.37
0.17
0.23
0.29
0.16
0.31
0.16
0.26
0.26
0.27
0.36
0.27
0.13
0.18
0.16
0.26
0.15

0.66
1.05
2.44
0.72
1.07
1.00
4.05
0.69
151
1.64
1.90
0.72
0.80
1.28
1.20
1.07
1.49
1.57
0.76
3.39
1.34
1.66
1.05
1.19
1.10
0.74
1.18
2.29
1.06
1.52
0.81
3.36
1.37
1.23
1.09
3.73
1.48
1.64
1.22
1.44
1.09
2.69
2.16
1.05
1.13
1.04
1.16
1.37
1.08
1.23
1.14
1.31
0.86
1.25
0.99
1.48

0.37
0.18
0.47
0.47
0.12
0.26
0.36
0.23
0.22
0.50
0.33
0.47
0.14
0.18
0.17
0.11
0.37
0.15
0.44
0.30
0.48
0.39
0.36
0.18
0.22
0.29
0.20
0.28
0.29
0.06
0.14
0.58
0.25
0.11
0.16
0.52
0.16
0.20
0.32
0.12
0.17
0.38
0.27
0.32
0.39
0.52
0.39
0.23
0.16
0.38
0.17
0.22
0.24
0.33
0.25
0.54



YDR342C
YDR343C
YDR358W
YDR409W
YDR436W
YDR460W
YDRA7TW
YDR479C
YDR490C
YDR516C
YELOOSC
YELO11W
YELO19C
YELO21W
YELO24W
YELO60C
YELOG65W
YELO71W
YERO20W
YERO35W
YERO039C
YERO40W
YERO042W
YERO46W
YERO054C
YERO61C
YERO062C
YEROG7W
YERO088C
YERO98W
YERO099C
YER100W
YER106W
YER116C
YER130C
YER144C
YER153C
YER161C
YER162C
YER175C
YER179W
YER188W
YFLO30W
YFL043C
YFLO46W
YFLO60C
YFLO61W
YFROO8W
YFR014C
YFRO15C
YFRO17C
YFRO20W
YFRO29W
YFRO30W
YFRO039C
YFR043C

HXT7
HXT6
GGAl
SIZ1
PPZ2
TFB3
SNF1
PEX29
PKH1
EMI2
VAB2
GLC3
MMS21
URA3
RIP1
PRB1
SIT1
DLD3
GPA2
EDC2
HVG1
GLN3
MXR1
SPO73
GIP2
CEM1
HOR2

DOT6
UBP9
PRS2
UBC6
MAM1
SLX8

UBP5
PET122
SPT2
RAD4
TMT1
DMC1

AGX1

FMP32
SNO3
DDI2
FAR7
CMK1
GSY1

PTR3
MET10

211
1.23
1.62
0.94
1.34
0.96
1.01
1.12
1.44
2.07
1.13
2.96
1.47
1.10
0.98
3.55
1.15
1.67
2.69
1.80
1.24
1.62
1.28
1.23
291
1.12
0.95
3.62
0.93
1.49
0.94
0.94
0.97
0.99
1.03
2.38
1.09
1.12
1.35
1.06
0.98
1.34
1.34
1.12
0.95
1.12
1.03
0.94
1.86
3.38
1.46
1.13
1.13
1.40
1.16
1.19

0.19
0.45
0.19
0.33
0.38
0.17
0.06
0.08
0.24
0.40
0.26
0.16
0.27
0.37
0.18
0.13
0.42
0.12
0.14
0.21
0.17
0.45
0.16
0.07
0.18
0.33
0.23
0.37
0.20
0.33
0.22
0.26
0.24
0.20
0.15
0.43
0.41
0.15
0.46
0.21
0.29
0.18
0.20
0.27
0.29
0.29
0.25
0.34
0.33
0.13
0.39
0.13
0.10
0.27
0.30
0.31

2.33
1.09
1.73
0.67
112
0.77
0.93
1.12
1.41
2.21
0.72
3.21
0.98
1.01
0.92
3.70
1.15
1.81
2.98
2.00
0.88
1.18
1.22
1.22
2.85
0.99
0.78
3.96
0.89
1.37
0.59
0.60
0.71
0.61
0.89
2.22
0.66
0.82
1.29
0.88
0.60
0.76
0.57
0.79
0.61
0.69
0.67
0.95
1.78
3.24
1.65
0.61
0.75
1.31
1.18
0.88

0.13
0.59
0.32
0.16
0.36
0.28
0.35
0.19
0.28
0.42
0.42
0.51
0.49
0.16
0.30
0.28
0.28
0.10
0.54
0.16
0.36
0.23
0.27
0.24
0.26
0.33
0.39
0.21
0.35
0.31
0.35
0.42
0.40
0.33
0.23
0.02
0.11
0.53
0.34
0.10
0.34
0.57
0.38
0.18
0.48
0.37
0.42
0.50
0.17
0.33
0.40
0.37
0.15
0.09
0.16
0.50



YFRO053C
YFR054C
YGLO15C
YGLO17W
YGLO35C
YGLO36W
YGLO37C
YGLO46W
YGLO53W
YGLO59W
YGLO62W
YGLO71W
YGLO73W
YGLO8OW
YGLO81W
YGLO85W
YGL104C
YGL117W
YGL146C
YGL154C
YGL156W
YGL161C
YGL162W
YGL165C
YGL167C
YGL181W
YGL208W
YGL224C
YGL227W
YGL237C
YGL248W
YGL250W
YGL256W
YGRO008C
YGRO21W
YGRO23W
YGRO028W
YGRO32W
YGRO033C
YGRO0O46W
YGRO52W
YGRO053C
YGRO55W
YGRO065C
YGRO70W
YGRO071C
YGRO086C
YGR120C
YGR127W
YGR136W
YGR144W
YGR147C
YGR194C
YGR200C
YGR205W
YGR213C

HXK1

ATE1l
MIG1

PNC1

PRM8

PYC1
RCS1
HSF1
FMP37

VPS73

LYSS5
AMS1
YIP5
SUT1

PMR1
GTS1
SIP2
SDT1
VID30
HAP2
PDE1

ADH4
STF2

MTL1
MSP1
GSC2
FMP17

FMP48

MUP1
VHT1
ROM1

PIL1
COG2

LSB1
THI4

NAT2
XKS1
ELP2

RTA1

1.90
1.72
1.18
0.94
1.26
1.46
1.24
1.28
1.60
0.99
2.53
1.13
1.01
1.00
1.42
1.31
1.15
111
1.15
0.98
1.78
1.01
1.08
1.63
1.15
0.94
1.09
1.24
1.68
1.36
0.93
1.40
0.96
1.99
0.97
1.56
1.32
2.69
1.03
0.98
1.41
1.38
1.66
1.25
1.04
0.98
1.04
1.01
1.70
0.95
1.44
1.20
1.72
1.57
1.42
1.41

0.34
0.14
0.34
0.22
0.39
0.28
0.22
0.20
0.30
0.14
0.10
0.27
0.45
0.20
0.34
0.26
0.25
0.30
0.37
0.21
0.47
0.20
0.23
0.13
0.18
0.18
0.20
0.15
0.43
0.21
0.18
0.21
0.39
0.28
0.21
0.20
0.18
0.35
0.13
0.14
0.29
0.27
0.08
0.31
0.24
0.26
0.10
0.45
0.23
0.19
0.37
0.35
0.08
0.36
0.33
0.35

2.16
1.55
1.43
0.95
1.24
1.42
1.44
0.93
154
1.12
2.55
0.86
0.83
0.95
0.87
0.91
1.05
0.81
0.90
0.83
1.68
0.87
0.63
1.72
1.14
0.92
0.83
0.70
1.56
1.00
0.89
1.05
0.88
2.24
0.50
1.35
1.38
2.21
1.01
111
1.72
1.12
1.68
1.34
1.16
0.97
1.12
0.63
1.52
0.78
0.77
0.88
1.70
1.54
1.36
1.06

0.48
0.13
0.30
0.12
0.16
0.18
0.49
0.32
0.46
0.29
0.32
0.33
0.17
0.40
0.56
0.58
0.41
0.12
0.17
0.45
0.40
0.21
0.20
0.35
0.14
0.20
0.36
0.41
0.50
0.41
0.09
0.47
0.08
0.54
0.31
0.22
0.27
0.58
0.24
0.15
0.45
0.50
0.29
0.21
0.15
0.22
0.09
0.41
0.40
0.21
0.25
0.49
0.32
0.23
0.30
0.50



YGR230W
YGR236C
YGR237C
YGR241C
YGR242W
YGR247W
YGR259C
YGR266W
YGR288W
YHLO18W
YHLO21C
YHLO27W
YHLO35C
YHLO36W
YHLO37C
YHRO016C
YHR022C
YHRO030C
YHRO33W
YHRO38W
YHRO67W
YHRO71W
YHRO80C
YHR090C
YHR092C
YHR105W
YHR113W
YHR116W
YHR126C
YHR131C
YHR136C
YHR138C
YHR140W
YHR153C
YHR157W
YHR161C
YHR171W
YHR173C
YHR175W
YHR181W
YHR195W
YHR198C
YHR212C
YHR213W
YILO12W
YILO36W
YILO42C
YILO46W
YILO55C
YILOS6W
YILO65C
YILO77C
YIL106W
YIL107C
YIL112W
YIL136W

BNS1
SPG1

YAP1802

CPD1

MAL13

FMP12
RIM101
VMR1
MUP3

YSC84

SLT2

RRF1
RMD12
PCL5

YNG2
HXT4
YPT35

COX23

SPL2

SPO16
REC104
YAP1801
ATG7

CTR2
SVP26
NVJ1
FMP22

CST6

MET30

FIS1

MOB1
PFK26
HOS4
OM45

1.32
1.39
1.65
1.14
1.44
1.02
1.07
1.13
1.70
1.20
4.19
1.17
0.99
2.15
1.39
1.12
1.34
0.95
1.22
1.27
1.13
1.41
1.01
1.13
1.16
1.34
1.32
1.22
1.64
1.09
1.70
2.13
1.44
1.18
1.50
1.71
1.86
1.34
1.13
0.93
1.18
1.02
1.13
1.30
1.32
1.66
1.06
0.95
2.65
1.59
1.21
1.32
1.19
1.54
2.03
1.88

0.06
0.22
0.43
0.32
0.19
0.30
0.16
0.38
0.28
0.45
0.14
0.19
0.27
0.21
0.33
0.26
0.20
0.33
0.38
0.15
0.22
0.17
0.20
0.31
0.14
0.30
0.22
0.21
0.20
0.40
0.04
0.42
0.15
0.10
0.23
0.47
0.32
0.24
0.14
0.13
0.11
0.15
0.28
0.45
0.36
0.47
0.24
0.34
0.31
0.45
0.10
0.17
0.13
0.33
0.47
0.28

0.93
1.03
1.71
1.15
1.06
0.77
0.86
1.27
1.77
0.73
4.60
1.17
0.87
1.93
0.95
1.23
0.84
0.91
1.20
0.86
0.61
1.38
0.98
0.68
1.28
0.78
1.38
0.89
1.42
0.63
1.17
2.08
1.16
0.93
1.01
1.81
1.89
0.98
0.89
0.79
1.08
1.18
0.84
0.68
0.83
1.80
0.80
0.79
2.35
1.62
0.99
1.14
0.90
1.58
1.88
1.81

0.58
0.53
0.31
0.23
0.56
0.16
0.18
0.39
0.30
0.49
0.19
0.38
0.43
0.32
0.56
0.32
0.55
0.45
0.33
0.45
0.37
0.21
0.36
0.47
0.27
0.50
0.31
0.41
0.32
0.42
0.39
0.35
0.29
0.32
0.57
0.36
0.38
0.58
0.38
0.29
0.29
0.19
0.48
0.59
0.44
0.11
0.09
0.33
0.35
0.17
0.19
0.16
0.56
0.44
0.36
0.23



YIL162W
YIR025W
YIR043C
YJLO16W
YJLO36W
YJL048C
YJLOG6OW
YJLO66C
YJLO83W
YJL084C
YJL094C
YJL139C
YJL141C
YJL142C
YJL155C
YJL163C
YJL164C
YJL165C
YJL166W
YJL171C
YJL172W
YJL185C
YJL210W
YJRO59W
YJR062C
YJR091C
YJR109C
YKLOO1C
YKLO23W
YKL032C
YKLO35W
YKLO43W
YKLO61W
YKL091C
YKLO93W
YKL100C
YKL103C
YKL124W
YKL133C
YKL159C
YKL162C
YKL168C
YKL171W
YKRO11C
YKRO17C
YKRO21W
YKRO052C
YKRO58W
YKRO76W
YKRO89C
YLLO55W
YLLOG1IW
YLLO62C
YLROO1C
YLRO89C
YLRO99C

SuUC2
MND2

SNX4
UBX6
BNA3
MPM1

KHA1
YURL1
YAK1

FBP26

TPK1
HAL5
QCRS

CPS1

PEX2
PTK2
NTAl
JSN1
CPA2
MET14

IXR1
UGP1
PHD1

MBR1

LAP4
SSH4

RCN1

KKQ8

MRS4
GLG1
ECM4
STC1

MMP1
MHT1

ALT1
ICT1

1.76
1.20
0.94
1.17
0.93
1.26
1.08
1.17
1.20
0.94
2.57
1.13
3.09
2.17
1.82
1.92
151
2.49
1.25
1.09
1.38
1.31
0.93
1.67
0.95
1.64
1.15
2.12
1.10
1.20
1.19
1.89
1.30
1.92
1.53
1.23
1.03
1.40
1.40
151
1.53
1.00
1.82
1.38
0.94
1.10
1.96
1.66
1.87
1.29
1.21
3.28
2.48
1.23
1.21
1.33

0.32
0.02
0.12
0.26
0.26
0.14
0.18
0.26
0.37
0.35
0.12
0.04
0.49
0.26
0.22
0.39
0.28
0.35
0.19
0.15
0.34
0.28
0.32
0.12
0.11
0.23
0.21
0.12
0.11
0.27
0.19
0.26
0.42
0.18
0.34
0.11
0.12
0.13
0.26
0.44
0.49
0.15
0.28
0.20
0.27
0.18
0.07
0.17
0.28
0.20
0.38
0.42
0.23
0.20
0.31
0.15

1.80
1.10
1.05
1.23
1.04
1.33
1.25
1.24
121
0.72
2.74
1.02
2.88
2.33
2.04
1.99
1.76
2.53
1.46
1.44
1.38
1.01
0.86
1.75
1.14
151
1.08
2.10
1.34
111
1.50
1.96
1.03
2.09
1.34
1.43
1.30
1.50
1.29
1.63
1.78
0.93
1.72
1.50
0.67
0.85
1.82
1.59
1.93
1.45
1.02
2.89
2.33
1.14
1.43
1.26

0.35
0.34
0.26
0.22
0.27
0.52
0.41
0.48
0.33
0.32
0.25
0.16
0.28
0.31
0.35
0.38
0.44
0.27
0.23
0.30
0.26
0.48
0.29
0.18
0.31
0.15
0.46
0.23
0.29
0.09
0.44
0.43
0.07
0.34
0.51
0.28
0.25
0.18
0.36
0.44
0.40
0.20
0.20
0.30
0.34
0.36
0.23
0.34
0.45
0.08
0.29
0.24
0.27
0.08
0.23
0.12



YLR102C
YLR107W
YLR120C
YLR132C
YLR133W
YLR142W
YLR149C
YLR151C
YLR173W
YLR174W
YLR178C
YLR187W
YLR194C
YLR205C
YLR206W
YLR228C
YLR251W
YLR254C
YLR257W
YLR258W
YLR267W
YLR270W
YLR282C
YLR294C
YLR312C
YLR327C
YLR331C
YLR337W
YLR345W
YLR350W
YLR356W
YLR392C
YLR417W
YLR431C
YLR438W
YMLO57W
YML100W
YML117W
YML117W-a
YML118W
YML120C
YML127W
YML131W
YMRO004W
YMROO9W
YMRO11W
YMRO20W
YMRO30W
YMRO35W
YMRO040W
YMRO64W
YMRO085W
YMRO96W
YMR102C
YMR110C
YMR114C

APC9
REX3
YPS1

CKI1
PUT1

PCD1

IDP2
TFS1
SKG3

HMX1
ENT2
ECM22
SYM1

GSY2
BOP2
DCS1

ORM2

VPS36
ATG23
CAR2
CMP2
TSL1
NAB6

NGL3
NDI1
RSC9

MVP1

HXT2
FMS1
RSF1
IMP2

YET2
AEP1

SNZ1

1.14
1.24
3.53
1.22
1.16
2.55
1.27
1.04
1.00
1.64
2.58
1.35
2.64
2.36
1.06
1.52
1.40
0.96
1.29
1.77
4.87
0.95
1.40
1.02
1.53
1.80
1.00
1.64
1.69
2.24
1.19
2.44
2.11
0.99
1.12
0.99
2.70
111
1.05
1.21
1.55
111
1.84
0.92
1.18
5.05
0.96
1.02
1.37
1.14
2.58
1.89
2.36
1.08
1.39
1.00

0.26
0.18
0.23
0.28
0.20
0.25
0.35
0.16
0.32
0.20
0.49
0.30
0.31
0.10
0.26
0.24
0.19
0.27
0.34
0.44
0.38
0.16
0.06
0.13
0.24
0.11
0.20
0.25
0.29
0.38
0.19
0.45
0.20
0.12
0.26
0.06
0.24
0.28
0.11
0.23
0.04
0.13
0.19
0.31
0.14
0.27
0.17
0.12
0.20
0.23
0.28
0.38
0.43
0.26
0.17
0.17

1.30
1.16
3.58
1.08
1.22
2.38
1.46
1.07
0.87
1.24
2.87
1.11
2.70
1.90
1.02
1.24
1.52
0.97
1.43
1.59
4.68
1.13
1.60
1.18
1.28
2.01
1.20
1.33
1.83
2.23
1.25
1.97
2.11
0.61
1.12
0.93
2.95
1.06
0.88
1.37
1.80
1.10
1.77
0.98
1.18
4.79
1.10
0.92
1.55
1.33
2.46
1.96
2.20
1.00
1.55
1.07

0.40
0.22
0.32
0.19
0.21
0.54
0.42
0.45
0.32
0.33
0.29
0.13
0.26
0.46
0.34
0.17
0.35
0.37
0.25
0.34
0.41
0.29
0.23
0.14
0.37
0.29
0.23
0.38
0.39
0.33
0.22
0.38
0.54
0.29
0.31
0.22
0.37
0.23
0.13
0.54
0.20
0.28
0.19
0.34
0.08
0.31
0.45
0.17
0.29
0.45
0.35
0.43
0.55
0.26
0.36
0.37



YMR135C
YMR136W
YMR139W
YMR140W
YMR158W-a
YMR160W
YMR173W
YMR173W-a
YMR181C
YMR191W
YMR195W
YMR211W
YMR251W-a
YMR253C
YMR258C
YMR261C
YMR262W
YMR265C
YMR273C
YMR281W
YMR284W
YMR287C
YMR291W
YMR302C
YMR304W
YMR311C
YMR325W
YNLO15W
YNLO25C
YNLO36W
YNL100W
YNL115C
YNL134C
YNL156C
YNL157W
YNL173C
YNL183C
YNL192W
YNL208W
YNL274C
YNL276C
YNL278W
YNL293W
YNL307C
YNROO4W
YNROO5C
YNROO7C
YNRO32W
YNRO34W
YNROS9W
YOLO11W
YOLO16C
YOLO25W
YOLO36W
YOLO53W
YOL082W

GID8
GAT2
RIM11
SIP5

DDR48

SPG5
ICY1

DML1
HOR7

TPS3

ZDS1
GPI12
YKU70
MSU1

PRP12
UBP15
GLC8

PBI2
SSN8
NCE103

NSG2

MDG1
NPR1
CHS1

CAF120
MSB3
MCK1

ATG3
PPG1
SOL1
MNT4
PLB3
CMK2
LAG2

ATG19

1.44
1.60
1.42
1.74
1.53
0.98
1.18
0.95
1.61
1.42
1.49
1.20
1.82
1.17
0.99
1.16
1.96
1.40
1.01
1.43
0.99
1.19
2.34
1.13
1.00
1.00
1.32
1.09
0.93
5.54
1.42
1.27
1.04
1.44
1.01
1.21
1.02
1.78
2.19
0.96
1.70
1.28
1.44
1.08
1.04
1.57
151
0.94
0.95
1.68
1.68
4.59
1.10
1.10
0.96
111

0.33
0.34
0.09
0.42
0.47
0.32
0.26
0.11
0.22
0.05
0.20
0.46
0.49
0.08
0.08
0.10
0.23
0.37
0.16
0.05
0.32
0.48
0.29
0.13
0.33
0.24
0.13
0.23
0.30
0.26
0.15
0.10
0.21
0.27
0.21
0.18
0.29
0.24
0.25
0.31
0.15
0.37
0.30
0.44
0.19
0.31
0.44
0.28
0.15
0.22
0.23
0.10
0.30
0.23
0.18
0.11

1.34
1.76
154
1.71
1.68
0.98
1.27
1.07
1.69
1.44
1.57
0.92
1.90
0.90
1.13
1.20
1.86
1.10
0.60
1.19
1.08
0.96
2.39
1.22
1.03
1.10
1.24
1.30
0.61
5.39
1.40
1.26
0.57
1.24
1.14
1.16
0.97
1.79
2.25
1.23
1.38
0.91
1.34
0.86
1.01
1.43
1.10
0.82
0.82
1.74
1.66
4.45
1.00
1.03
1.01
1.44

0.27
0.30
0.20
0.28
0.10
0.38
0.20
0.33
0.07
0.17
0.24
0.07
0.22
0.49
0.21
0.27
0.15
0.15
0.37
0.21
0.36
0.06
0.19
0.13
0.54
0.41
0.38
0.27
0.30
0.19
0.13
0.40
0.56
0.26
0.17
0.13
0.17
0.28
0.24
0.26
0.29
0.31
0.26
0.33
0.11
0.49
0.37
0.31
0.22
0.38
0.41
0.29
0.34
0.20
0.19
0.41



YOL119C
YOL126C
YORO005C
YORO023C
YORO028C
YORO036W
YORO88W
YOR092W
YOR132W
YOR138C
YOR162C
YOR181W
YOR185C
YOR208W
YOR219C
YOR220W
YOR223W
YOR275C
YOR289W
YOR303W
YOR327C
YOR329C
YOR347C
YOR384W
YPLOO3W
YPLO04C
YPLO14W
YPLO15C
YPLO23C
YPLO024W
YPLO55C
YPLO57C
YPLOG61W
YPLO64C
YPLO87W
YPL135W
YPL149W
YPL156C
YPL159C
YPL186C
YPL203W
YPL221W
YPL222W
YPL229W
YPL259C
YPL265W
YPRO26W
YPROG66W
YPRO0O91C
YPR155C
YPR184W

MCH4
MDH2
DNL4
AHC1
CINS
PEP12

ECM3
VPS17
RUP1
YRR1
LAS17
GSP2
PTP2
STE13

RIM20

CPAl
SNC2
SCD5
PYK2
FRES
ULA1

LSP1

HST2
MET12
NCE4
LGE1
SUR1
ALD6
cwcea7
YDC1
ISU1
ATG5
PRM4
PET20
ulP4
TPK2
BOP1
FMP40

APM1
DIP5

ATH1
UBA3

NCA2
GDB1

1.00
1.16
1.25
1.12
1.03
2.16
1.27
1.12
1.03
1.00
1.58
1.25
1.13
1.63
2.07
3.64
1.08
1.01
1.75
0.96
1.15
1.29
1.49
2.14
0.98
1.30
111
1.04
1.04
0.98
1.25
2.01
2.05
1.20
1.10
2.13
1.25
1.57
1.08
1.49
1.01
1.53
1.32
1.12
1.17
1.34
1.95
1.49
1.01
1.09
2.78

Induced by alkaline stress after 30 min

ID
YALO044C

Gene
GCV3

log2 WT

0.96

0.30
0.26
0.21
0.43
0.31
0.14
0.30
0.22
0.15
0.30
0.19
0.43
0.49
0.22
0.48
0.20
0.23
0.35
0.18
0.20
0.16
0.16
0.23
0.19
0.07
0.13
0.14
0.20
0.16
0.11
0.32
0.35
0.30
0.24
0.39
0.32
0.40
0.42
0.12
0.19
0.27
0.20
0.27
0.28
0.24
0.24
0.32
0.32
0.39
0.12
0.37

0.23

0.85
1.25
0.97
1.24
112
2.13
1.41
1.11
0.89
0.97
1.41
0.97
0.98
1.62
1.98
3.72
1.10
1.10
1.90
0.82
1.09
1.21
1.36
1.17
1.14
1.50
0.77
0.83
1.13
0.83
0.86
2.10
2.13
0.92
1.00
2.04
1.33
1.62
1.10
1.40
1.07
1.47
1.03
0.74
1.21
1.23
2.03
1.15
0.99
1.15
2.87

0.78

0.24
0.39
0.27
0.10
0.34
0.31
0.18
0.40
0.12
0.30
0.32
0.24
0.41
0.40
0.11
0.16
0.24
0.17
0.57
0.20
0.25
0.16
0.55
0.39
0.19
0.21
0.27
0.35
0.19
0.34
0.07
0.38
0.26
0.31
0.29
0.25
0.28
0.05
0.22
0.52
0.11
0.14
0.60
0.13
0.11
0.39
0.47
0.51
0.19
0.39
0.21

log2 slt2 Mut SD slt2 Mut

0.33



YARO15W
YARO042W
YBLO43W
YBLO61C

YBLO78C

YBL103C

YBROO6W
YBRO56W
YBRO065C
YBR104W
YBR105C
YBR132C
YBR149W
YBR152W
YBR248C
YCLO30C

YCLO35C

YCRO005C
YCRO015C
YDLO80C

YDL172C

YDL173W
YDL174C

YDL182W
YDL220C

YDR019C
YDRO039C
YDR264C
YDR476C
YDR481C
YDR534C
YELO19C

YELO21W
YELOG65W
YELO71W
YERO34W
YERO039C
YERO40W
YERO042W
YERO052C
YERO72W
YERO76C
YERO81W
YER139C
YER153C
YER175C
YER188W
YFL044C

YFLO58W
YFLO60C

YFRO30W
YGLO62W
YGLO85W
YGLO88W
YGL117W
YGL156W

ADE1
SWH1
ECM13
SKTS5
ATGS8
RTG3
UGA2

ECM2
YMC2
VID24
AGP2
ARA1
SPP381
HIS7
HIS4
GRX1
CIT2

THI3

DLD1
LYS20
CDC13
GCV1
ENA2
AKR1

PHO8
FIT1
MMS21
URA3
SIT1
DLD3

HVG1
GLN3
MXR1
HOM3
VTC1

SER3

PET122
TMT1

YOD1
THIS
SNO3
MET10
PYC1

AMS1

1.37
1.23
0.99
0.96
1.00
0.94
1.42
1.13
0.94
1.06
1.05
0.94
1.03
1.05
1.17
1.42
0.95
3.65
0.98
1.25
1.04
1.25
2.21
1.20
1.16
0.99
1.46
1.04
0.97
1.36
1.07
1.12
0.93
2.92
3.22
1.23
0.98
1.02
0.99
1.39
1.12
1.65
5.29
1.10
1.12
2.25
1.07
0.97
0.92
0.98
1.24
2.59
0.99
1.03
1.50
1.68

0.30
0.34
0.35
0.55
0.54
0.17
0.40
0.44
0.44
0.10
0.22
0.44
0.26
0.38
0.11
0.23
0.20
0.19
0.49
0.48
0.08
0.08
0.56
0.36
0.19
0.23
0.56
0.36
0.31
0.30
0.26
0.35
0.08
0.54
0.08
0.28
0.27
0.40
0.27
0.22
0.27
0.27
0.18
0.23
0.08
0.47
0.30
0.12
0.33
0.32
0.31
0.23
0.30
0.35
0.31
0.45

1.33
1.37
1.53
0.44
1.42
1.24
1.64
1.45
0.93
0.86
131
1.18
1.32
1.19
1.33
1.64
1.19
3.73
1.17
2.18
1.22
1.18
2.71
1.61
1.43
1.02
2.40
1.21
1.17
1.55
1.05
1.41
0.96
2.91
3.20
0.92
1.03
1.33
1.07
1.62
1.24
1.50
5.34
0.90
1.14
3.03
1.32
0.88
2.01
1.12
1.27
3.09
1.07
1.63
2.11
2.25

0.10
0.38
0.47
0.18
0.82
0.21
0.45
0.61
0.18
0.25
0.27
0.34
0.48
0.43
0.12
0.37
0.63
0.17
0.38
0.38
0.13
0.09
0.29
0.49
0.16
0.27
0.25
0.20
0.39
0.12
0.38
0.36
0.36
0.28
0.17
0.13
0.20
0.21
0.48
0.25
0.36
0.34
0.11
0.13
0.56
0.35
0.43
0.16
0.48
0.32
0.57
0.19
0.26
0.95
0.64
0.37



YGL218W
YGL224C
YGL240W
YGL255W
YGL256W
YGRO32W
YGRO053C
YGR110W
YGR144W
YGR161C
YGR189C
YGR204W
YGR213C
YGR233C
YGR236C
YGR293C
YHLO18W
YHLO37C
YHLO046C
YHLO47C
YHRO018C
YHR029C
YHRO046C
YHR062C
YHRO71W
YHR136C
YHR138C
YHR140W
YHR148W
YHR157W
YHR168W
YHR173C
YHR180W
YHR212C
YHR213W
YILO66C
YILO74C
YIL116W
YIL117C
YIR034C
YIR038C
YJLO56C
YJLO6OW
YJL130C
YJL172W
YJL199C
YJL217W
YJRO26W
YJRO028W
YJRO73C
YJR109C
YKLOO1C
YKLO23W
YKL103C
YKL151C
YKL164C

SDT1
DOC1
ZRT1
ADH4
GSC2

THI4
RTS3
CRH1
ADE3
RTA1l
PHOS81
SPG1

ARN2
ARGA4

INM1
RPP1
PCL5
SPL2

IMP3
REC104
MTG2

RNR3
SERS33
HIS5
PRM5
LYS1
GTT1
ZAP1
BNAS
URA2
CPS1

OPI3
CPA2
MET14
LAP4

PIR1

1.02
0.95
0.95
1.45
1.87
2.63
1.06
0.96
1.10
1.11
1.23
1.24
1.18
1.05
1.21
1.19
1.14
1.09
1.14
1.65
2.22
0.96
1.02
1.11
2.27
1.81
1.29
0.94
1.03
1.07
1.38
1.03
1.17
0.95
1.04
1.34
1.66
1.35
1.41
1.27
1.03
1.35
1.01
1.02
1.44
1.23
0.99
1.28
1.26
1.08
2.44
1.25
0.95
1.14
1.04
1.13

0.56
0.32
0.32
0.20
0.06
0.47
0.39
0.56
0.27
0.25
0.20
0.16
0.46
0.02
0.34
0.35
0.23
0.40
0.40
0.48
0.34
0.22
0.25
0.41
0.20
0.18
0.57
0.30
0.35
0.36
0.24
0.45
0.23
0.39
0.04
0.39
0.27
0.16
0.31
0.15
0.24
0.29
0.41
0.37
0.47
0.30
0.21
0.51
0.50
0.37
0.20
0.45
0.24
0.31
0.53
0.13

111
1.23
1.41
1.02
1.71
2.76
1.23
1.62
1.86
1.20
0.75
1.15
2.56
1.23
1.40
1.88
1.16
1.20
1.77
1.69
2.88
0.89
1.25
0.81
2.32
231
1.75
1.22
0.91
1.32
1.93
1.23
1.36
1.02
1.70
1.24
1.73
1.38
1.38
1.82
1.36
1.62
1.03
0.64
1.64
1.45
0.75
1.57
154
1.59
2.88
1.22
1.10
1.50
1.89
0.86

0.28
0.33
0.31
0.22
0.21
0.30
0.35
0.38
0.12
0.34
0.23
0.21
0.90
0.18
0.31
0.83
0.35
0.48
0.89
0.31
0.52
0.13
0.24
0.28
0.20
0.50
0.62
0.43
0.31
0.27
0.38
0.39
0.43
0.37
0.79
0.26
0.36
0.32
0.31
0.29
0.45
0.13
0.41
0.31
0.45
0.68
0.26
0.45
0.41
0.53
0.44
0.65
0.29
0.53
0.62
0.28



YKL211C
YKL216W
YKRO13W
YKRO76W
YLLOOG6W
YLRO89C
YLR211C
YLR245C
YLR356W
YLR359W
YMLO40W
YMLO45W
YML118W
YML131W
YMRO35W
YMRO042W
YMRO046C
YMRO051C
YMRO062C
YMRO68W
YMRO85W
YMRO96W
YMR120C
YMR153W
YMR164C
YMR173W
YMR189W
YMR211W
YMR238W
YMR251W
YMR265C
YMR287C
YMR304W
YMR319C
YMR325W
YNLO15W
YNLO37C
YNL104C
YNL208W
YNL311C
YNRO19W
YOL026C
YOLO36W
YOLOS8W
YOL133W
YOR128C
YOR135C
YOR184W
YOR185C
YOR202W
YOR220W
YOR316C
YOR327C
YOR374W
YOR383C
YPLO19C

TRP3
URA1
PRY2
ECM4
MMM1
ALT1

CDD1

ADE13

NGL3

IMP2
ARGS80

ECM40
AVO2

SNZ1
ADE17
NUP53
MSS11
DDRA48
GCV2
DML1
DFG5

MSU1
UBP15
FET4

PBI2
IDH1
LEU4

ARE2
MIM1

ARG1
HRT1
ADE2

SER1
GSP2
HIS3

COT1
SNC2
ALD4
FIT3

VTC3

1.37
0.99
1.22
1.67
0.97
1.04
1.08
1.21
1.15
1.12
1.26
1.23
0.95
1.37
0.96
1.37
1.13
1.29
1.65
1.20
0.97
4.27
1.35
1.25
1.64
1.35
2.08
1.21
0.94
1.34
1.01
1.10
1.09
0.94
1.42
111
1.50
1.00
2.44
1.02
1.42
0.94
1.09
2.79
0.93
1.28
1.22
1.54
1.02
0.95
1.41
1.01
1.36
1.13
1.92
1.68

0.05
0.03
0.20
0.56
0.32
0.17
0.54
0.13
0.18
0.24
0.56
0.53
0.14
0.26
0.36
0.19
0.43
0.44
0.47
0.52
0.53
0.49
0.28
0.52
0.36
0.27
0.06
0.50
0.36
0.26
0.32
0.57
0.25
0.34
0.44
0.39
0.07
0.16
0.12
0.21
0.33
0.12
0.25
0.33
0.30
0.23
0.22
0.30
0.32
0.19
0.55
0.53
0.20
0.46
0.37
0.37

1.34
0.86
0.84
2.19
1.06
1.07
1.14
1.09
1.36
0.95
1.47
1.45
1.52
1.60
1.12
1.18
1.52
1.60
2.07
1.31
1.64
5.01
1.19
1.33
1.98
1.24
2.28
1.23
0.40
1.99
0.98
0.99
1.01
1.32
1.46
1.31
1.32
1.03
2.54
1.10
1.52
0.66
1.13
2.69
0.69
1.76
0.82
1.42
1.25
0.95
1.87
151
1.28
1.08
1.73
1.96

0.20
0.10
0.18
0.46
0.12
0.17
0.71
0.17
0.47
0.18
0.42
0.39
0.08
0.38
0.58
0.43
0.47
0.49
0.48
0.32
0.21
0.36
0.13
0.32
0.33
0.39
0.33
0.32
0.25
0.31
0.22
0.16
0.06
0.61
0.58
0.62
0.05
0.12
0.25
0.20
0.17
0.23
0.26
0.24
0.64
0.22
0.24
0.14
0.47
0.19
0.82
0.47
0.19
0.53
0.30
0.51



YPL135W
YPL156C

YPL274W
YPR167C

ISU1
PRM4
SAM3
MET16

1.41
1.35
1.14
1.01

0.43
0.22
0.36
0.50

1.74
1.49
111
1.11

0.36
0.19
0.31
0.60
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