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RESUMEN

Este trabajo se basa en una colaboracidon entre el laboratorio del profesor doctor Ramodn
Serrano y la empresa de fertilizantes Fertinagro Nutrientes y esta motivado por la necesidad
creciente de incrementar la productividad de los cultivos agricolas al mismo tiempo que se
minimiza el impacto que la agricultura tiene sobre el medio ambiente. Fertinagro Nutrientes
facilitd los siguientes seis bioestimulantes para el andlisis de sus efectos sobre la tolerancia a
estrés abiodtico en la levadura Saccharomyces cerevisiae, aportando escasa (o nula en algunos
casos) informacién acerca de su composicién: Extracto de algas, Vinacillas, Fosfito, Acido
hdmico, Amino22 y Fulvato potasico. La amplia conservacion de rutas las metabdlicas y de los
mecanismos moleculares de defensa frente a estrés abidtico entre levadura y plantas justifican
el uso de S. cerevisiae como sistema modelo para este estudio.

Todos los bioestimulantes tienen, en mayor o menor medida, efectos positivos sobre la
tolerancia de la levadura frente a al menos uno de los tipos de estrés abidtico estudiados. El
Extracto de algas mejora el crecimiento en condiciones de estrés salino. El Vinacillas y el
Fosfito protegen frente a estrés salino y choque térmico. El Acido himico incrementa la
tolerancia a estrés oxidativo y choque térmico. Los dos bioestimulantes mas polivalentes, el
Amino22 y el Fulvato potasico, fueron estudiados en mayor profundidad con el objetivo de
identificar sus mecanismos de accion.

El Amino22, que es el bioestimulante mas efectivo de los estudiados, mejora
considerablemente el crecimiento en ausencia de estrés y bajo estrés osmotico y, en menor
medida, también resulta beneficioso para el crecimiento en condiciones de estrés salino.
Asimismo, el Amino22 proporciona tolerancia frente a estrés oxidativo y choque térmico.
Mediante la comparacion con una peptona de caseina acida se comprobd que el principio
activo responsable del efecto del Amino22 son los aminoacidos que contiene. El andlisis del
efecto del Amino22 sobre la expresion global de genes empleando micromatrices de DNA
muestra que el bioestimulante reprime tanto genes regulados por Gecn4 e involucrados en la
biosintesis de aminoacidos y vitaminas como genes regulados por Aftl, implicados en la
homeostasis de hierro. El efecto positivo de los aminodcidos sobre el crecimiento y tolerancia
a estrés esta relacionado, en parte al menos, con la activacion de la ruta TORC1 y, ademas,
requiere la inhibicién parcial de la ruta GAAC. En cambio, dicho efecto positivo es
independiente de la represidon del regulén de Aftl. A raiz de la observacién de que los
aminodcidos reprimen el regulén de hierro, se profundizé en el estudio de la relacién entre la
homeostasis de aminoacidos y la de hierro en S. cerevisiae llegando a un modelo de regulacion
segln el cual la activaciéon de la ruta GAAC induciria la localizacion nuclear de Aftl y la
consiguiente expresion de sus genes diana, mientras que la inhibicién de dicha ruta por la
presencia de aminodacidos tendria el efecto contrario. La actividad de Aftl seria controlada a
través del estado de fosforilacion de elF2a e, hipotéticamente, implicaria la regulacion de la
formacion de complejos Fe/S.

El Fulvato potasico mejora la tolerancia a estrés osmatico, oxidativo y térmico. Los analisis de
expresion mediante micromatrices y gRT-PCR indican que el tratamiento con Fulvato potdsico
reprime el regulon de Aftl. Esta represidn se puede explicar por un aumento en el contenido



intracelular de hierro, cuya entrada depende de la oxidorreductasa codificada por el gen FET3.
La tolerancia a estrés abidtico que proporciona el Fulvato potadsico también depende de FET3,
por lo que se concluye que el mecanismo de accion de este bioestimulante se basa en un
incremento de la disponibilidad de hierro, el cual se acumula en las células sin producir dafio
oxidativo extra.



RESUM

Aquest treball es basa en una col-laboracié entre el laboratori del professor doctor Ramén
Serrano i I'empresa de fertilitzants Fertinagro Nutrientes i esta motivat per la necessitat
creixent d'incrementar la productivitat dels cultius agricoles al mateix temps que es minimitza
I'impacte de I'agricultura sobre el medi ambient. Fertinagro Nutrientes va facilitar els seglients
sis bioestimulants per a l'analisi dels seus efectes sobre la tolerancia a estrés abiotic en el llevat
Saccharomyces cerevisiae, aportant escassa (o nul-la en alguns casos) informacié sobre la seua
composicid: Extracte d'algues, Vinacillas, Fosfit, Acid htimic, Amino22 i Fulvat potassic. L'amplia
conservacié de les rutes metaboliques i dels mecanismes moleculars de defensa front a I'estrés
abiotic entre llevat i plantes justifiquen I'Us de S. cerevisiae com a sistema model per a este
estudi. Tots els bioestimulants tenen, en major o menor mesura, efectes positius sobre la
tolerancia del llevat front a almenys un dels tipus d'estrés abiotic estudiats. L'Extracte d'algues
millora el creixement en condicions d'estrés sali. El Vinacillas i el Fosfit protegeixen front a
I'estrés sali i xoc térmic. L'Acid himic incrementa la tolerancia a estrés oxidatiu i xoc térmic. Els
dos bioestimulants més polivalents, I'Amino22 i el Fulvat potassic, van ser estudiats en major
profunditat amb I'objectiu d'identificar els seus mecanismes d'accié.

L'Amino22, que és el bioestimulant més efectiu dels estudiats, millora considerablement el
creixement en abséncia d'estrés i baix estrés osmotic i, en menor mesura, també resulta
beneficids per al creixement en condicions d'estrés sali. Aixi mateix, I'Amino22 proporciona
tolerancia front a I'estrés oxidatiu i xoc térmic. Mitjancant la comparacié amb una peptona de
caseina acida es va comprovar que el principi actiu responsable de |'efecte de I'Amino22 sén
els aminoacids que conté. L'analisi de I'efecte de I'Amino22 sobre I'expressié global de gens
emprant micromatrius de DNA mostra que el bioestimulant reprimeix tant gens regulats per
Gend i involucrats en la biosintesi d'aminoacids i vitamines com gens regulats per Aftl,
implicats en I'homeostasi del ferro. L'efecte positiu dels aminoacids sobre el creixement i
tolerancia a estrés esta relacionat, en part almenys, amb l'activacié de la ruta TORC1 i, a més,
requereix la inhibicid parcial de la ruta GAAC. En canvi, aquest efecte positiu és independent
de la repressié del reguld de Aftl. Arran de I'observacié que els aminoacids reprimeixen el
reguldé de ferro, es va aprofundir en I'estudi de la relacié entre I'homeostasi d'aminoacids i la
de ferro en S. cerevisiae arribant a un model de regulacié segons el qual I'activacio de la ruta
GAAC induiria la localitzacid nuclear de Aftl i la consegiient expressié dels seus gens diana,
mentre que la inhibicié d'aquesta ruta per la presencia d'aminoacids tindria I'efecte contrari.
L'activitat de Aftl seria controlada a través de I'estat de fosforilacié d’ elF2a i, hipotéticament,
implicaria la regulacié de la formacié de complexos Fe/S.

El Fulvat potassic millora la tolerancia a estrés osmotic, oxidatiu i termic. Les analisis
d'expressié mitjangant micromatrius i qRT-PCR indiquen que el tractament amb Fulvat potassic
reprimeix el reguld de Aftl. Aquesta repressié es pot explicar per un augment en el contingut
intracel-lular de ferro, I'entrada del qual depén de la oxidorreductasa codificada pel gen FET3.
La tolerancia a estrés abiotic que proporciona el Fulvat potassic també depén de FET3, per la
qual cosa es conclou que el mecanisme d'accié d'aquest bioestimulant es basa en un
increment de la disponibilitat de ferro, el qual s'acumula en les cél-lules sense produir dany
oxidatiu extra.






ABSTRACT

This PhD thesis is based on a collaboration between Professor Dr. Ramon Serrano’s laboratory
and the fertilizer company Fertinagro Nutrientes and it’s motivated by the increasing need in
agriculture to increase crop productivity while minimizing its impact on the environment.
Fertinagro Nutrientes supplied the following six bioestimulants for analyzing its effects on
tolerance to abiotic stress in the yeast Saccharomyces cerevisiae, providing no (or very limited
in some cases) information about its composition: Seaweed extract, Vinacillas, Phosphite,
Humic Acid, Amino22 and Potassium fulvate. The broad conservation of metabolic pathways
and the molecular mechanisms involved in abiotic stress response between yeast and plants
allows the use of S. cerevisiae as a suitable model system for this study.

All bioestimulants showed, to a greater or lesser extent, positive effects on yeast tolerance
against at least one of the abiotic stresses in study. Seaweed extract improves growth under
salt stress. Phosphite and Vinacillas protect against salt stress and heat shock. Humic acid
increases tolerance to oxidative stress and heat shock. The two most versatile bioestimulants,
Amino22 and Potassium fulvate, were further investigated in order to identify their
mechanisms of action.

Amino22, which is the most effective biostimulant, considerably improves growth in the
absence of stress and under osmotic stress and, to a lesser extent, it also enhances growth
under salt stress conditions. Amino22 also provides tolerance against oxidative stress and heat
shock. By comparison with an acid casein peptone it was confirmed that the active substance
in Amino22 are amino acids. Analysis of global gene expression using DNA microarrays showed
that Amino22 treatment represses both Gcn4 regulated genes (which are involved in amino
acid and vitamin biosynthesis) and Aftl regulated genes (which are involved in iron
homeostasis). The positive effect of amino acids on growth and stress tolerance is related, at
least in part, to the activation of TORC1 pathway and it also requires a partial inhibition of
GAAC pathway. By contrast, this positive effect is independent of the Aftl regulon repression.
Following the observation that amino acid treatment represses iron regulon expression, we
studied more in depth the relationship between amino acid and iron homeostasis in S.
cerevisiae. We suggest a regulation model according to which the activation of GAAC pathway
induces nuclear localization of Aftl and subsequent expression of its target genes, whereas
inhibition of this pathway by amino acids may have the opposite effect. Aftl activity may be
controlled through elF2a phosphorylation and, hypothetically, it would involve regulation Fe/S
biosynthesis.

Potassium fulvate improves tolerance to osmotic, oxidative and heat stress. Microarray and
gRT-PCR expression analysis indicate that Potassium fulvate represses Aftl regulon. This
repression can be explained by an increase in intracellular iron content, whose absorption
depends on an oxidoreductase encoded by the FET3 gene. Tolerance to abiotic stress by
Potassium fulvate also depends on FET3, therefore it is concluded that the mechanism of
action of this biostimulant is based on an increased iron availability, which is accumulated in
yeast cells without causing oxidative damage.
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Introduccion

1. Los fertilizantes y la necesidad de una agricultura cada vez mas eficiente y
productiva

1.1. Perspectivas de la agricultura a nivel global

En el siglo actual, la seguridad alimentaria y el bienestar de miles de millones de personas van
a depender en gran medida del éxito que tenga la agricultura a la hora de afrontar los
multiples desafios que se le presentan. Sera necesario aumentar la produccién de alimentos
para dar de comer a una poblacién en crecimiento con una mano de obra menor y obtener
materias primas para el mercado de la bioenergia, sin que esto suponga perjuicio para la
alimentaciéon humana. El progreso agricola sera imprescindible para la prosperidad de los
paises en desarrollo. Paralelamente, la agricultura tendrd que adaptarse al cambio climatico y
se deberan desarrollar métodos de produccién mas eficientes y sostenibles.

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO, del inglés Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2009) se prevé que la poblacion mundial sea
de 9100 millones de personas en el afio 2050, unos 2000 millones mas que en la actualidad, y
se estabilice alrededor de los 10000 millones a finales de siglo, teniendo lugar la mayor parte
de este crecimiento en los paises en desarrollo (Figura I.1).

1]

Q

c

o

£

L

©

1]

@

=
— — — —
Paises Otros paises Paises menos Mundo

desarrolados en desarrollo adelantados

Figura I.1. Perspectiva de la evoluciéon de la poblacion mundial en el periodo
comprendido entre los afios 1950 y 2050. Adaptado de FAO (2009).

Hacia mediados de siglo, la poblacién rural disminuird y el 70 % de la poblacién mundial vivira
en areas urbanas (frente al 49 % de la actualidad). Asimismo, el crecimiento econdmico
mundial previsto podria conllevar una reduccién importante del hambre y de la pobreza en los
paises en desarrollo, donde el progreso agricola serd clave. Por tanto, la demanda de
alimentos seguird creciendo de forma significativa en las préximas décadas y en paralelo
tendrd que hacerlo la produccion y el comercio de productos agricolas. De hecho, las
estimaciones indican que para alimentar a una poblacién mundial de 9100 millones de
personas en 2050 haria falta incrementar la produccién de alimentos en un 70 % en el periodo
entre 2005/07 y 2050, un 100 % en el caso de los paises en desarrollo. El aumento del poder
adquisitivo y la progresiva urbanizacidn de las sociedades en desarrollo también tendran como
consecuencia probable cambios en los hdbitos de consumo, que requerirdn dedicar una mayor
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extension de terreno cultivable a la produccién de piensos para el ganado. Se calcula que la
produccién anual de cereales debera aumentar en casi mil millones de toneladas para
abastecer la demanda prevista tanto para el consumo humano como animal (actualmente la
cifra esta en torno a los 2 mil millones). Ademas, las tendencias pueden verse alteradas por el
desarrollo de los biocombustibles, el cual podria provocar un aumento mayor de la demanda.

El desarrollo de la tecnologia agricola (fertilizantes, plaguicidas, herbicidas, maquinaria,
sistemas de irrigacién, mejora genética de las especies cultivadas) en las ultimas décadas ha
permitido un aumento espectacular de la produccién de alimentos en todo el mundo y ha sido
clave en la prosperidad de los paises desarrollados. Si bien este incremento no ha servido para
acabar con la desnutricidn en todas las regiones del planeta, si que ha decrecido su incidencia
a pesar del crecimiento de la poblacién. Existen los recursos de tierras suficientes para seguir
alimentando a la poblacion mundial en el futuro, erradicar el hambre y reducir la pobreza. No
obstante, esto solo se conseguira si se realizan los esfuerzos necesarios en la investigaciéon y en
el desarrollo de la tecnologia agricola con el objetivo de aprovechar mejor dichos recursos. Se
ha estimado que un 90 % del crecimiento de la produccién agricola a nivel mundial se deberd a
rendimientos mas altos y a la intensificacién de los cultivos, mientras que una pequefia parte a
la ampliacidn de la superficie de las tierras cultivables, que tendra lugar Unicamente en los
paises en desarrollo, principalmente en el Africa subsahariana y América Latina, mientras que
en los paises desarrollados dicha superficie disminuira (Figura 1.2).

S
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Mundo Paises en Paises
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Figura 1.2. Perspectiva de la evolucion de las tierras cultivables en el periodo
comprendido entre los afios 1961 y 2050. Adaptado de FAO (2009)

De hecho, en muchas regiones existe la dificultad de mantener los cultivos o extenderlos a
zonas aun no utilizadas, bien por la baja fertilidad del suelo, por su alto valor ecoldgico, por la
limitacion en la disponibilidad de agua para regadios o por la industrializacién y desarrollo
urbanistico. Sin duda, el proximo reto de la agricultura esta en seguir aumentando el
rendimiento de los cultivos en la misma o en menor superficie de tierra y en minimizar los
efectos negativos sobre el medio ambiente.
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1.2. Los fertilizantes y su beneficio para la agricultura

Tal y como propone Park (2001), los fertilizantes se pueden definir como materiales organicos
o inorgdanicos que se aplican a la tierra, en forma sdlida o liquida, y proporcionan nutrientes
esenciales para el crecimiento de las plantas, normalmente a través de su absorcién por las
raices. Se emplean para compensar la pérdida de nutrientes debida a las cosechas, a la
lixiviacion o al intercambio gaseoso, y para complementar los nutrientes del suelo,
manteniendo o mejorando la fertilidad de la tierra. Segln su naturaleza quimica se puede
hablar de fertilizantes naturales o fertilizantes quimicos. Los primeros hacen referencia al
estiércol u otros materiales organicos mientras que los segundos a materiales inorganicos
procedentes de la industria quimica, como por ejemplo el sulfato aménico, la urea, el nitrato
amonico, los superfosfatos (simple, enriquecido o triple) y la potasa. Como norma general, el
término “fertilizante” hara alusidn en esta tesis Unicamente a los fertilizantes quimicos.

Tanto en los paises mas avanzados como los paises en desarrollo, los fertilizantes son
esenciales para mantener o incrementar la produccién agricola, es mas, una buena parte de la
alimentacién humana a nivel mundial depende directa o indirectamente de ellos (Park, 2001).
Las estimaciones indican que, como minimo, el porcentaje del rendimiento de los cultivos
atribuible al efecto de los fertilizantes comerciales estd entre el 30 y el 50 % (Stewart et al.,
2005), no obstante, la respuesta de las plantas a la aplicacion del fertilizante varia en funcion
de la especie cultivada, las condiciones del suelo, el clima y la localizacidn geografica, entre
otros factores. Aunque se requiere un uso eficiente y equilibrado, los fertilizantes se han
demostrado imprescindibles para las mejoras de los rendimientos agricolas y, para ilustrar su
importancia, parece oportuno hacer mencidn a las palabras de Borlaug y Dowswell en 1994
haciendo énfasis en la contribucién de la nutricion vegetal al espectacular aumento de la
productividad agricola conseguido el siglo pasado y a la importancia de ésta en el futuro:
“Hasta el 50 % del incremento en el rendimiento de los cultivos en todo el mundo a lo largo de
este siglo se debe a la adopcion de los fertilizantes quimicos. Creemos sin duda que el factor
limitante mds importante del rendimiento de los cultivos en los paises en desarrollo, y
especialmente entre los agricultores con pocos recursos, es la infertilidad del suelo”.

Los nutrientes que contienen los fertilizantes se suelen clasificar en macronutrientes
(primarios y secundarios) y micronutrientes (Loneragan, 1997). Los macronutrientes primarios
son el nitrégeno (N), el fosforo (P) y el potasio (K) y las plantas los requieren relativamente en
grandes cantidades. Segln tengan uno o varios de los nutrientes primarios se distingue entre
fertilizantes simples o compuestos. Los secundarios son el calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre
(S). Los macronutrientes estan asociados biolégicamente a procesos fotosintéticos, al
equilibrio osmoético y a diversos procesos celulares y rutas metabdlicas formando parte de
compuestos de bajo peso molecular (aminoacidos, nucleétidos, metabolitos secundarios, etc.)
o de macromoléculas (enzimas y otras proteinas, acidos nucleicos, etc.). Hay otros tres
macronutrientes, el carbono (C), el oxigeno (0O) y el hidrégeno (H), que son obtenidos por la
planta a partir del aire y del agua y son necesarios para la produccién y almacenamiento de
energia y para el crecimiento celular. El grupo de los micronutrientes es mas numeroso, pero
los principales son el cloro (Cl), el hierro (Fe), el zinc (Zn), el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el
niquel (Ni), el boro (B) y el molibdeno (Mo). Estos también estan relacionados con procesos
como la fotosintesis, con el equilibrio idnico o la sintesis de acidos nucleicos y actian como
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cofactores enzimaticos en numerosas reacciones metabdlicas. Cabe destacar que la distincion
entre macronutrientes primarios y secundarios y micronutrientes hace referencia a las
cantidades que consumen los cultivos y no a que unos sean mds importantes que otros, ya que
la falta de cualquier nutriente penaliza el rendimiento (Park, 2001). Todos los nutrientes son
importantes y la planta debe tomarlos en un adecuado equilibrio.

Finalmente hay que considerar los aditivos de los fertilizantes, también Ilamados
bioestimulantes, que son sustancias con funciones reguladoras y nutricionales que se utilizan
como complemento para la fertilizacidn. Los aditivos mas comunes consisten en mezclas de
aminodcidos (con importante valor nutricional) y derivados del humus, como los acidos
hdmicos y fulvicos (con funciones hormonales tipo auxina en el primer caso y de quelacion de
hierro en el segundo).

1.3. Bioestimulantes de fertilizantes

Las empresas comercializadoras de fertilizantes modifican continuamente las formulaciones de
los mismos con el objetivo de, ademas de aportar los requerimientos nutricionales basicos de
las plantas, incluir distintos bioestimulantes que parecen mejorar el crecimiento y la tolerancia
a estrés abidtico de los cultivos. Los bioestimulantes son sustancias que, suministradas a
concentraciones relativamente bajas, intervienen en el metabolismo vegetal estimulando
diferentes procesos fisioldgicos y del desarrollo de las plantas, pudiendo actuar en sinergia con
macro y micronutrientes. Dependiendo del tipo de bioestimulante y del objetivo de su uso,
pueden aplicarse al suelo (de forma directa o a través del riego), combinarse con el fertilizante
(se pueden aiadir tanto a fertilizantes organicos como inorganicos) o aplicarse directamente
sobre la planta a nivel foliar. Algunos de sus efectos consisten en promover la absorcién de
agua y nutrientes, la tolerancia a estrés y la eficacia de distintos procesos metabdlicos, de
forma que se ve mejorada la germinacion de semillas, el crecimiento vegetativo, el desarrollo
reproductivo o la maduraciéon de los frutos, obteniendo en definitiva un mayor rendimiento y
calidad de las cosechas. Los bioestimulantes podrian interaccionar con los sistemas de
sefializacion de las plantas o estimular determinados microorganismos beneficiosos,
optimizando asi el uso de los recursos desviados a los procesos de respuesta a estrés que no
resultan productivos para la planta (Brown y Saa, 2015). Estos productos estan adquiriendo
una importancia creciente en la agricultura, de hecho, se ha estimado que el mercado global
de bioestimulantes superara los 2000 millones de ddlares en el afio 2018 con un crecimiento
anual del 12,5 % entre los aflos 2013 y 2018 (Calvo et al., 2014). No obstante, su utilizacidn se
ha establecido de forma empirica en muchos casos, ya que en general se tienen pocos
conocimientos sobre los mecanismos de accién concretos de dichos productos, por lo que
existe una evidente necesidad de entender mejor cémo funcionan y asi poder mejorar su
eficacia y los procesos para su obtencién. Esta es, sin embargo, una tarea verdaderamente
dificil, ya que los distintos bioestimulantes empleados en la agricultura derivan de fuentes
diversas y contienen complejas mezclas de compuestos organicos e inorganicos, muchos de los
cuales estan poco caracterizados.

Entre los bioestimulantes empleados habitualmente destacan los productos que contienen
mezclas de aminodacidos obtenidas mediante la hidrdlisis de proteinas tanto de origen animal
como vegetal. En ocasiones, las mezclas de aminodcidos también contienen algunos macro- y
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micronutrientes (Ca, Mg, B, Fe, Cu, Mn, Zn) u otros componentes de origen no proteico. Los
metales como el Fe, Cu, Mg, Mn o Zn pueden ser afiadidos en forma de complejos con agentes
quelantes como el EDTA (acido etilendiaminotetraacético) o el EDDHA (acido etilendiamino-
N,N’-bis(2-hidroxifenilacetico)) para solventar posibles carencias de los cultivos. Otra categoria
de productos bioestimulantes de origen proteico son los aminoacidos y derivados afiadidos de
forma individual, como por ejemplo el glutamato, la glutamina, la prolina o la glicina betaina.
El aporte de aminoacidos (ya sea en mezclas de hidrolizados o de manera individual), aparte de
mejorar el estado nutricional de las plantas y estimular su crecimiento, puede aumentar su
tolerancia a estrés (Calvo et al., 2014). Por ejemplo, las plantas sintetizan y acumulan
compuestos osmoprotectores como la prolina o la glicina betaina en respuesta a diferentes
tipos de estrés abidtico (Szabados y Savouré, 2010; Giri, 2011). Pese a que existe cierta
controversia sobre sus auténticas funciones en las plantas, se ha postulado que la aplicacion
exogena de estos osmolitos podria aumentar el crecimiento y rendimiento final de los cultivos
bajo diferentes tipos de estrés ambiental en muchas especies, aunque existen excepciones
(Ashraf y Foolad, 2007). Otro compuesto asociado a la tolerancia a estrés abidtico es el
glutatién, un tripéptido formado por cisteina, acido glutdmico y glicina, que posee un
importante papel en la proteccidén de las células frente a especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés Reactive Oxygen Species) y cuya formacién depende, entre otros factores, de la
disponibilidad de glicina y sobre todo de la de cisteina (Noctor et al., 1997, 2002). Asimismo, se
ha descrito en numerosas ocasiones la capacidad antioxidante de diferentes péptidos
procedentes de hidrolizados de proteinas de origen animal y vegetal (Bishov y Henick, 1972;
Amarowicz y Shahidi, 1997; Jao y Ko, 2002; Pefia-Ramos y Xiong, 2002) y de determinados
aminodcidos libres. Se atribuye generalmente propiedades antioxidantes a algunos
aminodcidos como Tyr, Met, Cys, His, Lys, Pro, Trp y Phe, a pesar de sus efectos prooxidantes
en determinados casos (Marcuse, 1960, 1962; Karel et al., 1966; Yamaguchi, 1971; Smirnoff y
Cumbes, 1989). La actividad antioxidante de los péptidos procedentes de los hidrolizados
parece depender de su capacidad para donar atomos de hidrégeno (reduciendo al aceptor),
estabilizar o eliminar radicales libres y/o quelar iones metalicos prooxidantes como los del
hierro o el cobre (Chen et al., 1998; Carrasco-Castilla et al., 2012). Tanto el grupo imidazol de
los residuos de histidina como determinados aminodcidos acidos y basicos podrian jugar un
papel importante en la quelacidon de hierro y cobre (Sarkar, 1987; Saiga et al., 2003). En
microorganismos hay ejemplos de mejora en la tolerancia a estreses mediada por
aminodcidos. Uno de ellos consiste en que la metionina incrementa la tolerancia a altas
temperaturas en bacterias debido a que dicho estrés inhibe preferentemente la enzima
homoserina succinil-transferasa, en el primer paso de la ruta biosintética de metionina
(Neidhardt et al., 1990). Por otra parte, en levadura se ha demostrado que la metionina
aumenta la tolerancia a la salinidad a través de un complejo mecanismo basado en que este
aminodcido inhibe los primeros pasos de la ruta de asimilacidn del sulfato, que a su vez esta
inhibida mas adelante por sodio provocando la acumulacién de un intermediario téxico
(Murguia et al., 1995). También en este organismo se ha probado que distintos nutrientes,
sobre todo fuentes de carbono y nitrégeno, tienen efecto sobre la tolerancia a estrés (Dawes,
2004). Por todo lo comentado seria interesante indagar si la presencia de mezclas de
aminodcidos de procedencia exdgena mejora la respuesta a estrés y, en caso afirmativo, en si
ello tiene que ver directamente con la acumulacién de determinados aminodacidos o con una
mayor sintesis de compuestos derivados. Ademas de aminodacidos, algunos hidrolizados de
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proteinas también pueden contener, dependiendo de su origen, vitaminas, enzimas o
reguladores (activadores o inhibidores) de actividades enzimaticas, grasas, carbohidratos,
fitohormonas y/o, como se ha comentado mas arriba, macro- y micronutrientes.

Asimismo, distintos fertilizantes comerciales incluyen como bioestimulantes fracciones de las
sustancias humicas, que son los principales componentes de la materia organica del suelo
(Nardi et al., 2002). Numerosos estudios han mostrado que las sustancias hdmicas tienen
efectos positivos sobre el crecimiento y el rendimiento, a nivel cuantitativo y cualitativo, de
distintos cultivos de importancia agrondmica debido, entre otras cosas, a que mejoran la
estructura del suelo y su fertilidad y promueven la absorcidn de nutrientes y el desarrollo de la
arquitectura radicular (Trevisan et al., 2010; Calvo et al., 2014). Estas sustancias no solo tienen
efectos positivos sobre el crecimiento de raices y parte aérea de las plantas sino que también
parecen estimular la germinacidn de varias especies de cultivos (Piccolo et al., 1993) y mejorar
la tolerancia a estrés abidtico (Calvo et al., 2014). No obstante, los mecanismos bioquimicos y
moleculares subyacentes a dichos fenédmenos se desconocen en su mayor parte ya que la gran
variedad de reacciones quimicas y biolégicas que dan lugar a las sustancias humicas a partir de
la descomposicion de materia vegetal y microbiana (Knicker et al., 1995; Morales et al., 2012;
Ziechmann, 1994) hacen de ellas una mezcla de moléculas complejas y con diferentes
propiedades. Por lo tanto, es muy dificil definir su composicién (Hayes, 1997). Desde un punto
de vista quimico, las sustancias himicas de los suelos son agregados moleculares compuestos
por azlcares, acidos grasos, polipéptidos, cadenas alifaticas y anillos aromaticos (Simpson et
al., 2002). Estas se pueden clasificar en tres fracciones principales (humina, acidos himicos y
acidos fulvicos), dependiendo de su diferente solubilidad en funcién del pH (Stevenson, 1994).
Mientras que la humina no se puede solubilizar, los principales componentes de las sustancias
hdmicas, los acidos humicos y fulvicos, se extraen del suelo y de otras fases sélidas usando una
base fuerte (NaOH o KOH). Los acidos fulvicos también son solubles a pH bajo, mientras que
los humicos no lo son. Las propiedades y estructura concretas de una sustancia hdmica
determinada dependen de la procedencia de la muestra y de las condiciones especificas de
extraccién, sin embargo, suelen ser en promedio considerablemente similares. Los acidos
hdmicos acumulan mayoritariamente compuestos de elevado peso molecular y baja polaridad
(parafinas, olefinas, terpenos), estructuras alifaticas, compuestos con azufre, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, furanos y derivados de estructuras aromaticas, siendo probablemente
mas ricos en polisacaridos y anillos aromaticos condensados que los acidos fulvicos (Schnitzer y
Schulten, 1998; Baigorri et al., 2009). Estos ultimos se caracterizan por contener en general
moléculas polares de menor peso molecular pero con mayor numero de grupos funcionales
(con grupos carboxilicos, anillos aromaticos mas simples como furfurales y fenoles y
estructuras derivadas de azlcares y aminoacidos), siendo mas ricos en oxigeno y pobres en
carbono que los acidos humicos (Baigorri et al., 2009; Weng et al., 2006). Esta composicion, en
particular los grupos hidroxilo fendlico y carboxilico, otorga a los acidos fulvicos propiedades
complejantes que les permiten unir metales como el hierro o el cobre (Schnitzer y Ghosh,
1982; Esteves da Silva et al., 1998). De hecho, se atribuye a las sustancias humicas la capacidad
de mejorar la disponibilidad de micronutrientes a partir de hidréxidos poco solubles
(Stevenson, 1991) y, en concreto, de mejorar la adquisicidon de Fe (Pinton et al., 1999b; Chen et
al., 2004a). La formacién y acumulacién de complejos con metales también puede contribuir a
reducir la toxicidad de, por ejemplo, el aluminio y el cromo (Tan et al., 1986; Elkins et al., 2002;
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Ali et al., 2015), y a su uso para la remediacién de la contaminacion con arsénico y metales
pesados (Wang y Mulligan, 2009). Ademas de mejorar la disponibilidad de micronutrientes, se
ha observado que los acidos humicos y fulvicos potencian la absorcién de macronutrientes
como N, P, K, S, Cay Mg, lo que parece ser un factor principal en su efecto positivo sobre el
metabolismo de las plantas (Clapp et al., 2001; Nardi et al., 2002; Pinton et al., 2007; Calvo et
al., 2014). Otra propiedad importante de las sustancias humicas consiste en que tienen
actividad hormonal, especialmente de tipo auxina (Trevisan et al., 2010). En maiz, por ejemplo,
se ha observado que tanto los dcidos humicos como la auxina acido indolacético pueden
estimular el crecimiento radicular induciendo la proliferacion de raices laterales a la vez que
activan las H'-ATPasas de las membranas plasmaética y vacuolar y la H*-pirofosfatasa vacuolar
(Zandonadi et al., 2007). De hecho, a lo largo de los ultimos afios se ha demostrado que uno de
los efectos principales a través de los cuales los acidos humicos favorecen el crecimiento de las
plantas consiste en la estimulacién de la formacidon de pelos radiculares (Schmidt et al., 2005) y
el desarrollo de raices laterales (Canellas et al., 2002, 2008; Zandonadi et al., 2007). Asimismo,
se ha probado que el incremento en la absorcién de nitrato en maiz en presencia de sustancias
hdamicas depende, al menos parcialmente, de la activacidn transcripcional del gen Mha2, que
codifica una de las principales H'-ATPasas de esta especie y que tendria como consecuencia la
generacion de un gradiente electroquimico mas favorable para la toma de nitrato (Pinton et
al.,, 1999a; Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al.,, 2004). Mha2 también ve inducida su
transcripcién en respuesta a auxinas (Frias et al., 1996). Todo ello, unido a la demostrada
relacién de la actividad H*-ATPasa con la toma de nutrientes y la velocidad de crecimiento
celular (Serrano et al., 1986; Portillo y Serrano, 1989), sugiere una probable conexién entre la
actividad tipo auxina de las sustancias humicas, especialmente los &acidos hudmicos, el
crecimiento radicular y la toma de nutrientes. Por lo tanto, dadas las capacidades de las
sustancias humicas para quelar iones y estimular el crecimiento radicular, no es sorprendente
que uno de los beneficios mas citados de estas sustancias sea un incremento en la toma de
nutrientes por parte de las plantas (Calvo et al., 2014). No obstante, aunque posiblemente la
actividad tipo auxina de las sustancias humicas sea el principal factor bioldgico
desencadenante de sus efectos positivos, todavia no estdn completamente claros los
mecanismos a través de los cuales éstas interaccionan con las raices y ejercen su influencia
sobre la fisiologia y crecimiento de las plantas. Segun la literatura disponible, las sustancias
hdmicas de bajo peso molecular, presentes principalmente en los acidos fulvicos, son capaces
de atravesar la membrana plasmatica de las células de las plantas superiores y una parte ellas
puede ser transferida a la parte aérea (Nardi et al., 2002; 2009; Calvo et al., 2014). Al ser
capaces de alcanzar el simplasto, se ha sugerido que los acidos fulvicos podrian influir
directamente sobre el metabolismo vegetal (Nardi et al., 2002). Por otro lado, las sustancias
himicas de alto peso molecular (sobre todo 4dcidos humicos) forman agregados
supramoleculares en solucidn e interaccionan mayoritariamente con la pared celular de las
raices (Nardi et al., 2002). Se ha propuesto que acidos organicos secretados por las raices
favorecen la liberacién de moléculas con capacidad regulatoria presentes en los 4cidos
hdmicos de la rizosfera (Piccolo et al., 1996; Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 2007;
Canellas et al., 2008). En cualquier caso, hasta ahora el estudio de los mecanismos de accidn
de las sustancias humicas se ha visto ralentizado debido su composicién heterogénea y
compleja y a la dificultad de una caracterizacion precisa de las mismas, por lo que se requiere
una mayor investigacion para dilucidar completamente la manera en que estas sustancias
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interaccionan con las células de las raices y tienen influencia sobre la fisiologia y crecimiento
de las plantas.

Por otro lado, cabe mencionar que la utilizaciéon de extractos de distintas especies de algas
como bioestimulantes para cultivos vegetales se ha visto aumentada considerablemente en los
ultimos anos debido a su demostrado efecto positivo sobre el crecimiento y tolerancia a estrés
biético y abidtico de las plantas. Estos extractos contienen una variada mezcla de
componentes — macro- y micronutrientes minerales, polisacaridos y esteroles especificos,
aminodcidos y derivados como las betainas, vitaminas, polifenoles, hormonas vegetales (con
actividad de auxinas, citoquininas o acido abscisico), junto con otros compuestos quimicos
todavia no caracterizados — que posiblemente actien de forma sinérgica estimulando distintas
fases del desarrollo de los cultivos, aumentando su resistencia a estrés y mejorando su
rendimiento y calidad (Khan et al., 2009; Calvo et al., 2014). Ademas, los extractos de algas
estimulan la produccion enddgena de osmolitos, enzimas y compuestos antioxidantes y
fitohormonas (Khan et al., 2009; Calvo et al., 2014), sin embargo, de nuevo en este caso, faltan
datos cientificos sobre el modo de accién de los extractos de algas y los diversos elementos
que los componen.

Otro compuesto, el fosfito, ha sido comercializado como fungicida, como bioestimulante e
incluso como fertilizante (Leymonie, 2007), pese a que estos dos Uultimos usos son
controvertidos. Los productos basados en fosfito se han reconocido como excelentes para
controlar enfermedades de plantas causadas por las especies de los pseudohongos
Oomycetes, especialmente Phytophthora sp (Thao y Yamakawa, 2009), al parecer actuando
directamente sobre el patégeno e indirectamente estimulando las defensas de la planta
(Smillie et al., 1989; Jackson et al., 2000). Ademas, algunos autores han sugerido que el fosfito
podria reemplazar al fosfato (Pi) como fuente de P en citricos y aguacate (Lovatt, 1900a,b) y
han destacado el uso potencial del fosfito como fertilizante demostrando sus efectos positivos
sobre el rendimiento y calidad de numerosas cosechas (Lovatt, 1900a,b; 1999; Albrigo, 1999;
Rickard, 2000). No obstante no existen evidencias de que el fosfito pueda ser utilizado
directamente por las plantas como fuente nutricional de P. Las bacterias presentes en los
suelos pueden oxidar el fosfito y dar Pi (White y Metcalf, 2007), por lo que los efectos
nutricionales del fosfito son probablemente consecuencia de esta oxidacién, aunque el
proceso es lento y tiene poca relevancia en la practica (McDonald et al., 2001a). En este mismo
sentido, otras publicaciones afirman que, pese a que el fosfito puede ser absorbido facilmente
por raices y hojas, no tiene utilidad alguna como fertilizante de P ya que las plantas carecen de
la capacidad de asimilarlo (Foster et al., 1998; Schroetter et al., 2006). Es mas, tratamientos
con fosfito han resultado tener efectos negativos sobre el crecimiento y el metabolismo de
plantas deficientes en Pi, pero no en fertilizadas con éste, al provocar la inhibiciéon de la
respuesta a deficiencia de Pi (Carswell et al., 1996; Ticconi et al., 2001). El fosfito agrava los
efectos deletéreos de la deficiencia de Pi al hacer percibir a las plantas que tal deficiencia no
existe, cuando realmente el contenido en Pi es extremadamente bajo (McDonald et al,
2001a). De hecho, Puga y colaboradores (2014) demostraron recientemente que el fosfito
reprime la respuesta a deficiencia de Pi al actuar como andlogo no metabolizable de éste e
inducir la interaccién entre SPX1, una proteina nuclear, y PHR1, un factor de transcripcion
involucrado en la respuesta a deficiencia de Pi (Rubio et al., 2001). En definitiva, en plantas
crecidas en ambientes donde el fosfito no pueda ser convertido a Pi mediante actividad
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microbiana y éstas no puedan ser infectadas por Oomycetes, el tratamiento con fosfito no ha
mostrado tener efectos estimulantes ni nutricionales sobre el crecimiento de los cultivos,
tampoco en combinacidon con Pi (Thao y Yamakawa, 2009). De manera que los efectos
beneficiosos de los tratamientos con fosfito a nivel de campo son, probablemente, resultado
de sus efectos antifungicos (McDonald et al., 2001a).

Légicamente, si los conocimientos actuales sobre los mecanismos de accién de los
bioestimulantes a nivel bioquimico y fisioldgico son muy limitados, también son escasos los
datos referidos a sus efectos protectores frente a condiciones de estrés abidtico y a las
posibles sinergias con macro- y micronutrientes, por lo que resulta evidente la importancia de
investigar el funcionamiento de los bioestimulantes empleados por la industria de fertilizantes,
en particular, sobre la tolerancia a estrés ambiental. Estas investigaciones pueden dar lugar a
una aplicacion practica, impulsando el desarrollo de nuevos productos y de formulaciones
optimizadas de fertilizantes comerciales que, ademas de aportar los nutrientes apropiados a
los cultivos, aumenten su tolerancia a condiciones de estrés abidtico y, en definitiva,
proporcionen un incremento adicional en la productividad agricola.

2. El estrés abidtico
2.1. El problema del estrés abidtico y el cambio climatico

En el rendimiento de las cosechas influyen factores genéticos, como el cultivar escogido, y
factores ambientales, tales como la calidad del suelo, la fecha y densidad de la siembra, el
fotoperiodo, la temperatura, la disponibilidad de agua, la fertilizacidn, la presencia de malas
hierbas o el ataque de plagas y enfermedades. En relacidn con los factores ambientales, el
principal problema que merma el rendimiento de los cultivos a nivel mundial se debe a
distintas condiciones de estrés abidtico, especialmente a la sequia, a la elevada salinidad del
suelo y a las temperaturas extremas, aunque también a los suelos excesivamente acidos o
alcalinos y a la toxicidad quimica (Boyer, 1982; Owens, 2001; Munns, 2002; Wang et al., 2003;
Vinocur y Altman, 2005; Cuartero et al., 2006; Munns y Tester, 2008). El estrés oxidativo es un
estrés celular secundario a otros estreses ambientales y no suele darse en el ambiente de los
cultivos salvo en grandes ciudades con mucho ozono ambiental. Es posible que la disminucidn
de la productividad agricola causada por estrés abidtico se agrave en las préximas décadas,
sobre todo si se tienen en cuenta las previsiones de un cambio climatico en la direccién de
temperaturas mas altas y menor pluviometria. Por tanto, poner solucidon a los problemas
relacionados con el estrés abidtico es prioritario para la agricultura.

Historicamente, la sequia y la salinidad han causado grandes estragos en la agricultura y por
ende en las sociedades a las que ésta alimenta. Por ejemplo, se ha postulado que la sequia hizo
caer al Imperio acadio en la zona septentrional de Mesopotamia 2200 afios antes de Cristo
(Kerr, 1998) y que la progresiva salinizacion de las tierras de cultivo contribuyé a la quiebra de
la civilizacién sumeria en el sur de Mesopotamia unos 1700 afios a.C. (Jacobsen y Adams,
1958). Hoy en dia, ambos fendmenos siguen siendo factores criticos en la produccién de las
cosechas. La sequia afecta con frecuencia a extensas regiones del mundo en periodos que
pueden durar varios anos (Figura 1.3). Durante las épocas de sequia se producen mermas
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drasticas o incluso la completa pérdida de la produccidn agricola, lo que puede conllevar, si el
periodo de sequia es prolongado, el abandono de las tierras de cultivo. Este es, ademas, uno
de los motivos que impiden la extensién de los cultivos a superficies no utilizadas.

-15 -1.0 -05 00 05 1.0 15
Indice de Severidad de Sequia

Figura 1.3. indice de Severidad de Sequia (DSI, Drought Severity Index) anual global entre los afios 2000-2011
segun el registro MODIS (Moderate resolution Imaging Spectroradiometer). El DS| esta basado en datos de
observaciones via satélite de la agencia espacial estadounidense NASA (National Aeronautics and Space
Administration) y se emplea para detectar y monitorizar la sequia en la superficie terrestre. El indice varia
tedricamente entre valores negativos ilimitados hasta valores positivos ilimitados para desviaciones climéticas de
seco a humedo, respectivamente, en relacion a las condiciones predominantes. Fuente:
http://www.ntsg.umt.edu/project/dsi, consultada el 20-11-2015.

Otro grave inconveniente es el de la salinidad (Figura 1.4). Se distingue segun su origen entre
salinidad primaria y secundaria. La primera se debe a causas naturales como la meteorizacion
de las rocas o la deposicion de sales oceanicas arrastradas por el viento y el agua y la segunda
se debe al efecto de la actividad humana (Owens, 2001). Las tierras cultivadas bajo irrigacion
en zonas aridas y semi-aridas son las mas fértiles y productivas del planeta y, aunque suponen
tan solo el 15 % del total del area cultivada, en ellas se produce al menos un tercio de los
alimentos mundiales (Munns y Tester, 2008). Estos territorios sufren una progresiva
salinizacién (secundaria) debido a la acumulacion de las sales disueltas en el agua de riego, lo
gue disminuye sensiblemente su productividad. A escala mundial las estimaciones indican que,
aproximadamente, un 20 % de las tierras bajo riego ya se encuentran afectadas por salinidad
secundaria y el drea damnificada aumenta constantemente, lo que tiene como consecuencia el
qgue cada afio se pierdan unos 10 millones de hectdreas cultivables y se obtengan peores
rendimientos agricolas (Owens, 2001; Munns y Tester, 2008). Entre las regiones mas
productivas se encuentran California, gran parte del sudeste asidtico y Australia y toda la
cuenca mediterranea. En las tierras de cultivo cercanas a la costa del Levante espafiol, el
problema de la salinizacidn se ve agravado por la infiltracién de agua de mar, ocasionada por la
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sobreexplotaciéon de los acuiferos litorales. Valorando conjuntamente los fendmenos de la
sequia vy la salinizacién de los suelos, se estima que si continta la tendencia actual, se podria
perder hasta un 50 % de la tierra cultivable hacia el afio 2050 (Ashraf, 1994), poniendo en
riesgo el incremento en la produccidn agricola que serd necesario para alimentar a la
poblaciéon humana.
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Figura 1.4. Regiones afectadas por salinidad a nivel mundial. Leyenda: Tipo y nivel de contaminacidn salina. Fuente:
http://www.clubgreen.nl, consultada el 20-11-15.

Por otro lado, las temperaturas extremas también producen graves danos sobre los cultivos y
acrecientan los de otros estreses como la sequia y la salinidad. Por poner un ejemplo, hace ya
mas de 20 afios se estimd que el estrés por altas temperaturas empeoraba la calidad del grano
y disminuia el rendimiento final en un 40 % del trigo cultivado bajo riego en todo el mundo
(Fischer y Byerlee, 1991).

El problema de la disminucién de la productividad agricola debida a estreses relacionados con
la sequia, la salinidad o las altas temperaturas se vera considerablemente agravado en las
proximas décadas si se confirman las predicciones de cambio climatico. Desde hace afios,
estan siendo publicados diversos informes que alertan de las consecuencias globales que
tendra el aumento de la temperatura media de la Tierra causado, en parte al menos, por la
generacion de gases de efecto invernadero asociada a las actividades humanas (IPCC, 2014). Se
esperan incrementos en las temperaturas maximas y minimas en la mayoria de regiones
terrestres, asi como cambios en los patrones meteorolédgicos estacionales y una mayor
frecuencia, intensidad y duracién de fendmenos climatolégicos extremos, tales como
huracanes, lluvias torrenciales, periodos de sequia, “olas de calor”, etc. Las acciones de
mitigacién del cambio climatico, que consisten en reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero y promover su secuestro, deberan combinarse con la adaptacion de la agricultura
a las nuevas condiciones ambientales, por lo que, a largo plazo, serd necesario un cambio en
las especies cultivadas en muchas zonas del planeta. Posiblemente, en las zonas ahora mas
frias, como amplias regiones de Canada o Rusia, puedan cultivarse tierras no utilizadas en la
actualidad. En otros lugares, los efectos negativos de las elevadas temperaturas o la escasez de
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precipitaciones podrian compensarse parcialmente por las mayores tasas fotosintéticas como
consecuencia de niveles mas elevados de CO,. Ademas, temperaturas moderadas en invierno
permitirian una mayor productividad agricola en esta estacion. No obstante, es probable que
en latitudes medias (regiones templadas y subtropicales) se produzca un incremento en la
desecacion continental durante el verano y que los periodos de sequia sean mas largos e
intensos, lo que llevaria a disponer de menos agua para los terrenos de regadio y una
salinizacién acelerada de estos. Por consiguiente, extensas zonas del planeta experimentarian
un progreso rapido de la desertificacion y la pérdida de terrenos de cultivo. Desde una
perspectiva local, la situacidn geografica y las caracteristicas socioeconémicas de Espafia hacen
que sea un pais especialmente vulnerable al cambio climdtico, aunque sus efectos sobre la
produccién agricola variardn dependiendo de la regidn. Las zonas mas afectadas seran las del
sur y sureste, donde el estrés térmico y la necesidad de riego seran mas elevados (MMA,
2005).

2.2. Estrategias biotecnolégicas para mejorar la tolerancia de las plantas a condiciones de
estrés abidtico

Los inconvenientes de la sequia y la salinizacidn de los terrenos agricolas pueden solventarse
temporalmente mediante obras de ingenieria, como trasvases de agua a gran escala, plantas
desalinizadoras o el drenaje del suelo, sin embargo ésta no es una solucion sostenible en el
tiempo debido a los costes econdmicos y medioambientales, ademas de otros problemas
politicos y sociales que acarrearian proyectos de este tipo. Por el contrario, potenciar la
tolerancia de los cultivos frente a los principales estreses abidticos que les afectan,
fundamentalmente la sequia, la salinidad del suelo y las altas temperaturas, puede dar una
solucidn satisfactoria y mantener su efectividad a largo plazo. Plantas mas tolerantes a estrés
aprovecharian los recursos hidricos con una mayor eficiencia, algo especialmente importante
en regiones aridas y semiaridas, permitiendo a los agricultores disminuir el volumen de agua
empleada en el riego, continuar utilizando las tierras de cultivo actuales, incluso estando
afectadas por la salinizacion, y recuperar terrenos perdidos a causa de la desertificacion. Hasta
ahora, la mejora de la tolerancia a estrés abidtico se ha basado principalmente en la mejora
genética de las variedades cultivadas, dejando en un segundo plano la mejora del estado
nutricional de las plantas. En cualquier caso, es razonable considerar que el mayor beneficio
para la agricultura se conseguird combinando con eficiencia y de una forma sostenible ambas
estrategias.

Mejora genética tradicional y mejora mediante ingenieria genética

La mejora genética tradicional se sirve de los cruzamientos y la seleccién para introducir o
modificar selectivamente en una misma variedad uno o varios caracteres de interés y ha
tenido como uno de sus principales propdsitos la obtencién de variedades tolerantes a estrés.
Sin embargo, los caracteres de tolerancia a estrés abidtico son dificiles de controlar ya que
poseen una gran complejidad genética vy fisioldgica y suelen depender de un elevado nimero
de genes, los cuales tienen en su mayoria una influencia pequefia en comparacion con la del
entorno (Flowers, 2004; Cuartero et al., 2006). Otra limitacidn consiste en que para gran parte
de los cultivos con interés agrondmico no existen variedades silvestres relacionadas que
muestren una tolerancia relevante frente a los estreses mas importantes, y que, por tanto,
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puedan servir como fuente de variabilidad genética para la transferencia de caracteres de
interés a la correspondiente variedad cultivada. La biotecnologia ha creado técnicas de
mutagénesis y de hibridacién artificiales con el objetivo de generar variabilidad de forma mas
rapida que la natural.

Las limitaciones a la hora de generar variedades mas tolerantes a estrés abidtico han
estimulado el interés en la obtencidn de plantas modificadas genéticamente mediante el uso
de la ingenieria genética. Esta tecnologia proporciona la posibilidad de eliminar la barrera de la
especie y transferir genes exdgenos a las variedades cultivadas de una forma rapida y
controlada. Es probable que el desarrollo de plantas transgénicas tolerantes a estrés abidtico
sea una parte importante de la solucién a las pérdidas en la productividad agricola que éste
causa. La investigacién basica en los campos de la biotecnologia, la biologia molecular y la
bioquimica de plantas resulta esencial para la ampliar los conocimientos cientificos sobre los
mecanismos de defensa a estrés y la caracterizacidon de los genes involucrados. No obstante, a
pesar del potencial que la ingenieria genética ofrece, su aprovechamiento a corto plazo es muy
limitado en algunos lugares del mundo, como la Unién Europea, donde existe un importante
rechazo social al cultivo de plantas transgénicas por motivos que carecen de fundamentos
cientificos y que tienen un origen politico e ideoldgico.

Mejora de las condiciones nutricionales

Lo comentado anteriormente pone de manifiesto la importancia de abordar de forma
sistematica el estudio de las condiciones fisioldgicas generales de las plantas, y en concreto su
disponibilidad de nutrientes, sobre la eficiencia de sus respuestas a estrés. Por ejemplo, bajo
condiciones ambientales adversas, las plantas detienen o ralentizan rdpidamente el
crecimiento vegetativo y reprimen el desarrollo reproductivo, desviando todos sus recursos a
la activacion de mecanismos de defensa que les permitan sobrevivir (Serrano y Gaxiola, 1994;
Zhu, 2001). Parece ldgico suponer que esto se evitard si las plantas, ademas de encontrarse en
buenas condiciones nutricionales, disponen de bioestimulantes que les permitan soportar
mejor las situaciones de estrés. No obstante, la informacidn es escasa acerca de la influencia
de los macronutrientes y los bioestimulantes de los fertilizantes comerciales utilizados en la
agricultura sobre los mecanismos de tolerancia a estrés. Este abordaje se ha tenido poco en
cuenta debido en gran medida a la concentracion de esfuerzos y recursos en torno a la mejora
genética. Sin embargo, el estudio del efecto de diferentes bioestimulantes, de sus mecanismos
de accién y de la posible sinergia con macro- y micronutrientes puede proporcionar soluciones
efectivas a corto y largo plazo que mejoren la productividad de las cosechas.

2.3. Efecto de los estreses abioticos en las células vegetales

El estrés abidtico desencadena una serie de cambios morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares que merman el crecimiento de las plantas y su productividad (Wang et al., 2001).
Los efectos de la sequia, la salinidad o las temperaturas extremas sobre la planta estan
interconectados y, por tanto, los dafios provocados en las células suelen ser similares bajo los
distintos estreses. Por ejemplo, la sequia y la salinidad producen estrés osmético a través de la
disminucién de la actividad quimica del agua y la pérdida de turgencia de las células inducidas
por altas concentraciones de solutos externos. Como consecuencia de la deshidratacion de las
células, a menudo se ven afectadas negativamente las conformaciones biolégicamente activas
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de proteinas y membranas (Koyro et al., 2012) y el incremento en la concentracion en iones
intracelulares normales resulta en la pérdida de la homeostasis idnica (Serrano y Gaxiola,
1994). La presion de turgencia es, ademas, un factor fundamental para el crecimiento de las

IM

células vegetales, el cual se basa en el “aflojamiento” de la pared celular y en el aumento del
volumen de la célula como consecuencia de incrementar dicha presidn (Taiz y Zeiger, 1998). En
el caso de la salinidad, ésta acarrea un problema anadido de toxicidad idnica puesto que los
iones del cloro y del sodio tienen efectos deletéreos en el funcionamiento de numerosas
enzimas (Serrano et al., 1999). Por otro lado, temperaturas superiores a las éptimas pueden
producir la agregacion y desnaturalizacidon de proteinas y una mayor fluidez y deterioro en las
membranas, lo que conlleva cambios en su permeabilidad (Dawes, 2004). Asimismo, la sequia,
la salinidad, las altas temperaturas y la presencia de metales pesados ejercen al menos parte
de su efecto generando estrés oxidativo, que tiene como consecuencia la desnaturalizacién de
proteinas y dafio en membranas y DNA (Smirnoff, 1998; Mittler, 2002). En consecuencia,
diferentes estreses activan a menudo rutas de sefalizacidon y respuestas celulares en comun

(Figura 1.5; Wang et al., 2003).

Las rutas de respuesta a estrés abidtico, que parecen estar conservadas en todas las plantas y
que, como se ha comentado, son en buena parte comunes a distintas condiciones de estrés, se
basan en la activacidon de redes moleculares que operan en cascada y que estan involucradas
en la percepcion de la situacion estresante, en la transduccion de la sefial y en el control de la
expresion de genes especificos que confieren proteccion frente a estrés. El conjunto de genes
implicados en las mencionadas rutas generales de respuesta a estrés se pueden agrupar en
tres categorias principales (Wang et al., 2003): 1) genes involucrados en la percepcién del
estrés y las cascadas de sefializaciéon (osmosensores, fosfolipasas, segundos mensajeros, MAP
quinasas, sensores de Ca’* etc.), asi como con factores de transcripcién (p.ej. factores de
choque térmico (HSFs) o las familias CBF/DREB y ABF); 2) genes relacionados directamente con
la proteccion de proteinas y membranas (p.ej. las chaperonas o proteinas de choque térmico y
las proteinas LEA) y con la activacién de sistemas antioxidantes, tanto quimicos (glutation
reducido, vitamina E, carotenoides, compuestos fendlicos como los flavonoides etc.) como
enzimaticos (superdxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa,
glutation reductasa etc.); 3) genes responsables de la homeostasis idnica y el balance osmatico
celular, que implica la regulacion del transporte de agua e iones a la célula, la
compartimentacion de los iones tdxicos en la vacuola y la sintesis de compuestos
osmoprotectores (azucares solubles, polialcoholes, aminodcidos y derivados, entre otros, que,
ademads de estar asociados a la regulaciéon de la homeostasis idnica y el balance osmético
celular, participan en la proteccién de la estructura de las macromoléculas y en la inactivacion
de ROS; Smirnoff, 1998; Szabados y Savouré, 2010).
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Figura 1.5. La complejidad de la respuesta de las plantas al estrés abidtico. Los estreses primarios, tales como la
sequia, salinidad, frio, calor y contaminacién quimica, estan a menudo interconectados y causan estreses
secundarios, como el estrés osmético y el oxidativo, y dafios en la célula. Las sefiales iniciales de estrés (p.ej. efectos
osmoticos e idnicos o cambios en la temperatura o en la fluidez de las membranas) desencadenan el proceso de
sefializacion y el control transcripcional aguas abajo, los cuales activan los mecanismos de respuesta a estrés para
restablecer la homeostasis y proteger y reparar las proteinas y membranas dafadas. El fallo de alguno de los pasos
en los procesos de sefializacion y de regulacion génica podria resultar en cambios irreversibles de la homeostasis
celular y en la destruccion de membranas y de proteinas funcionales y estructurales, teniendo como consecuencia
la muerte celular. Abreviaturas en inglés: ABF, ABRE binding factor; AtHK1, Arabidopsis thaliana histidine kinase-1;
bZIP, basic leucine zipper transcription factor; CBF/DREB, C-repeat-binding factor/dehydration-responsive binding
protein; CDPK, calcium-dependent protein kinase; COR, cold-responsive protein; Hsp, heat shock protein; LEA, late
embryogenesis abundant; MAP, mitogen-activated protein; PLD, phospholipase D; PtdOH, phosphatidic acid; PX,
peroxidase; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide dismutase; SP1, stable protein 1. Adaptado de Wang et
al. (2003).
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3. Lalevadura como sistema modelo para la investigacidon en plantas

La comprensidn de los fendmenos bioldgicos que tienen lugar en organismos complejos como
las plantas se ve facilitada por su comparacidn con organismos mas simples como la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Forsburg, 2001). Este hongo unicelular no patogénico proporciona
un sistema modelo ideal para estudiar la biologia molecular y celular de los eucariotas ya que,
entre otras ventajas, posee un rapido crecimiento (su tasa de replicacién durante la fase
exponencial es de 1,5 a 2 horas a 30 2C en medio YPD — ver el apartado de Materiales y
métodos — y de aproximadamente 2,5 h en medio minimo sintético; Sherman, 2002), su
manipulacion es sencilla en el laboratorio y su genoma, relativamente pequefio (12 Mb), esta
secuenciado (Goffeau et al., 1996) y ampliamente caracterizado (Pena-Castillo y Hughes, 2007;
Botstein y Fink, 2011). Las técnicas de clonaje e ingenieria genética se pueden aplicar
facilmente en S. cerevisiae, lo que permite introducir plasmidos que se repliquen en las células
0 que se integren en su genoma mediante recombinacion homdloga. Ademas, el hecho de que
existan cepas tanto haploides como diploides permite estudiar mutaciones de pérdida de
funcién en el primer caso y hacer ensayos de complementacién en el segundo (Forsburg, 2001;
Sherman, 2002).

La amplia conservacién de las rutas metabdlicas y mecanismos moleculares ha conllevado la
extensién del uso de la levadura como sistema modelo para organismos eucariotas en general
y para plantas en particular. Muchos procesos de transporte activo de cationes y nutrientes
son comunes en células vegetales y de levadura, cuya bioenergética de la membrana
plasmética estad basada en la bomba de protones H*-ATPasa, que energiza el transporte activo
de moléculas (Serrano, 1985). Los mecanismos de defensa frente a los distintos tipos de estrés
abidtico estan considerablemente conservados entre ambos tipos de célula (Dawes, 2004;
Smalwood et al., 1999), de hecho la levadura se ha propuesto como organismo modelo para el
estudio de la tolerancia a estrés en plantas (Serrano y Gaxiola, 1994). Como se vera a lo largo
de esta tesis, tanto la homeostasis de aminoacidos como la de hierro juegan un papel muy
relevante en el mecanismo de accion de determinados bioestimulantes. La respuesta a la
presencia de aminoacidos es un proceso controlado fundamentalmente por las rutas TOR
(Target Of Rapamycin) y GAAC (General Amino Acid Control) y ha sido estudiada de forma
intensiva en levadura, lo que ha servido para extrapolar y comprender su funcionamiento en
otros organismos eucariotas como las plantas y los mamiferos (Wilson y Roach, 2002;
Hinnebusch, 2005; Sormani et al., 2007; Lageix et al., 2008; Dalton et al., 2012; Eltschinger y
Loewith, 2015). Asimismo, S. cerevisiae se considera un modelo apropiado para estudiar el
metabolismo del hierro en plantas, dada la conservacion de los mecanismos que regulan la
homeostasis de este metal (Fox y Guerinot, 1998; De Freitas et al., 2003; Jeong y Guerinot,
2009).

4. Homeostasis de aminoacidos en S. cerevisiae

El crecimiento (acumulacién de masa) y la proliferacion (aumento de niumero) de las células de
organismos eucariotas dependen de sefiales externas como la disponibilidad de nutrientes y la
existencia de condiciones de estrés. Los microorganismos como S. cerevisiae interaccionan
directamente con los componentes del medio extracelular, los cuales pueden hacer de sefial y
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nutriente simultdaneamente. Para las plantas y otros organismos multicelulares, la relacion con
el medio es mas compleja, ya que esta condicionada por la respuesta celular a su entorno mas
proximo asi como a sefales sistémicas, por ejemplo hormonas o factores de crecimiento. En
ambos casos, diferentes reguladores intracelulares, muchos de los cuales son quinasas vy
fosfatasas que participan en rutas conservadas en los organismos eucariotas, intervienen en la
transduccion de estas sefiales para activar la respuesta celular a los cambios en el ambiente.
De modo que cuando existen condiciones favorables, como la presencia de nutrientes o la
ausencia de estrés, las células inducen la sintesis de proteinas y otras macromoléculas
estimulando el crecimiento y la proliferacion. De forma inversa, uno de los mecanismos mas
importantes para la adaptacion de las células a la falta de nutrientes o a situaciones de estrés
consiste en la inhibicion de la sintesis de proteinas. La sintesis proteica es uno de los procesos
que mayor cantidad de energia y recursos consume, por lo que las células priorizan su
supervivencia frente al crecimiento. Asi, éstas tratan de regenerar el conjunto de aminoacidos
intracelulares, reorganizar los mRNAs disponibles y evitar la acumulaciéon de proteinas mal
plegadas, al mismo tiempo que adaptan la sintesis de proteinas a los requerimientos celulares
en condiciones adversas.

Los aminodcidos son moléculas organicas de gran importancia bioldgica puesto que, entre
otras muchas cosas, constituyen las unidades estructurales de las proteinas. Los aminoacidos
se caracterizan por contener un grupo amino (-NH,), un grupo carboxilico (-COOH) y una
cadena lateral especifica. A pesar de que se conoce la existencia de alrededor de 500 tipos
(Wagner y Musso, 1983), tan solo 20 aminoacidos son unidos en los ribosomas para formar las
cadenas polipeptidicas de las proteinas. La adquisicion y la conservacién de estas moléculas
resultan esenciales para un adecuado funcionamiento de las células y, en consecuencia, los
eucariotas han desarrollado complejos mecanismos para regular su homeostasis, siendo los
mas importantes la ruta TOR y la ruta GAAC.

4.1. Laruta TOR

Tor es una serina/treonina (Ser/Thr) quinasa funcional y estructuralmente conservada en los
organismos eucariotas (Shertz et al., 2010) y que regula diferentes aspectos relacionados con
el crecimiento celular en respuesta a multitud de sefales intra- y extracelulares (Loewith y
Hall, 2011; Eltschinger y Loewith, 2015). Esta proteina se identificé por primera vez mediante
un rastreo genético para seleccionar mutantes de S. cerevisiae resistentes a rapamicina
(Heitman et al., 1991), un macrdélido empleado como agente inmunosupresor para evitar el
rechazo en trasplantes de 6rganos. A diferencia de los eucariotas superiores, que solo tienen
un gen TOR esencial, S. cerevisiae posee dos genes semiredundantes, TOR1 y TOR2 (Crespo y
Hall, 2002). Las quinasas TOR tienen un tamafio relativamente grande (282 kDa) y pertenecen
a la familia de quinasas PIKK (Phosphatidylinositol Kinase-related Kinase). Los miembros de
esta familia se caracterizan por contener en el extremo C-terminal un dominio serina/treonina
quinasa similar al dominio catalitico de las PI3Ks y de las PI4Ks (Phosphatidylinositol 3/4
Kinases; Loewith y Hall, 2011; Figura 1.6A). Flanqueando el dominio quinasa se situan el
dominio FRB (FKBP12-Rapamycin Binding site), de unién al complejo que forman la proteina
FKBP12 (FK506 Binding Protein 12) y la rapamicina, y el dominio FATC (dominio FAT —FRAP,
ATM y TTRAP- en el extremo C-terminal). En el extremo N-terminal se encuentran los
dominios HEAT (encontrados originalmente en la Hungtintina, en el factor de Elongation 3, en
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la subunidad A de la proteina fosfatasa 2A y en TOR1) y FAT, ambos implicados en
interacciones proteina-proteina.

Figura 1.6. Estructura y complejos de la quinasa TOR. A) Dominios conservados en la estructura de TOR. La mitad N-
terminal de TOR se compone de dos bloques de aproximadamente 20 dominios HEAT, de unos 40 aminoacidos cada
uno, repetidos en forma de hélices a antiparalelas. El dominio FAT, de 500 aminoacidos, contiene repeticiones HEAT
modificadas, y el dominio FRB, de 100 aminodacidos, es el que une rapamicina. El dominio quinasa (Kinase) fosforila
proteinas en residuos Ser/Thr y su secuencia se asemeja al dominio catalitico de la familia de quinasas PIKK. En el
extremo C-terminal se encuentra el dominio FATC, de 35 aminoacidos, el cual resulta esencial para la actividad
quinasa. B) Estructura del complejo TOR1. El tamafio de TORC1 es de torno a 2 MDa y contiene Kogl, Tco89, Lst8 y
Torl o Tor2. La unién de Kogl a Tor es compleja e intervienen varios dominios de cada proteina. Lst8 se une al
dominio quinasa de Tor. Probablemente, cada componente esta presente por duplicado. C) Estructura del complejo
TOR2. El tamafio de TORC2 es de aproximadamente 2 MDa y contiene Avol, Avo2, Avo3, Bit61 y/o su paralogo Bit2,
Lst8 y Tor2 pero no Torl. Probablemente, cada componente estd presente por duplicado. Adaptado de Loewith y
Hall (2011).

Las proteinas TOR conforman dos complejos multiproteicos esenciales llamados TORC1 vy
TORC2 (TOR Complex 1/2; Loewith et al., 2002; Figura 1.6 B y C), los cuales también se
encuentran ampliamente conservados en eucariotas (Eltschinger y Loewith, 2015). En
levadura, TORC1 esta formado por las proteinas Kogl, Tco89, Lst8 y bien Torl o Tor2, mientras
que TORC2 se compone de Avol, Avo2, Avo3, Bit61, Lst8 y Tor2 pero no Torl (Wullschleger et
al., 2006). En hongos y animales TORC1 se inhibe en presencia de rapamicina al formar ésta un
complejo con la prolil isomerasa FKBP12, el cual es capaz de unirse directamente a la quinasa
TOR (Loewith et al., 2002). En plantas el estudio de la ruta TOR se ha visto ralentizado por el
hecho de que TORC1 es insensible a rapamicina debido a que ésta no puede ser unida por la
proteina homéloga de FKBP12 (Deprost et al.,, 2007). No obstante, se ha demostrado la
conservacién del control sobre el crecimiento celular por parte de la ruta TOR al inhibir TORC1
en plantas de Arabidopsis thaliana que expresan la proteina FKBP12 de levadura (Sormani et
al., 2007; Ren et al., 2012). Por otro lado, el complejo TORC2 de levadura también resulta
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insensible a la rapamicina, lo que ha dificultado la caracterizaciéon de las funciones de dicho
complejo. La insensibilidad a rapamicina de TORC2 parece ser debida a que la subunidad Avo3
enmascara el dominio FRB de Tor2 (Gaubitz et al., 2015).

De manera general, se asocia funcionalmente al complejo TORC1 con los aspectos temporales
del crecimiento celular, es decir, cuando y bajo qué condiciones crece la célula, en tanto que al
complejo TORC2 se le relaciona con los aspectos espaciales, dénde o hacia donde crece. Mas
concretamente, sefiales derivadas de la presencia de nutrientes (carbono, nitrégeno, fosfato y
aminodcidos) y la ausencia de estrés activan TORC1, el cual coordina la produccién y
acumulacién de masa celular estimulando diversos procesos como la toma de nutrientes, la
glicdlisis, la sintesis de proteinas, la biogénesis de ribosomas y la sintesis de nucledtidos y
MRNA (Loewith y Hall, 2011). La activacién de TORC1 también provoca la supresién de las
respuestas a estrés, causa un envejecimiento acelerado e influye sobre el ciclo celular. Pese a
gue son procesos distintos, el crecimiento celular y la division celular se encuentran a menudo
interconectados. Por ejemplo, las células de levadura comienzan una nueva ronda de divisidn
Unicamente tras haber alcanzado un tamafio critico que esta dictaminado por las condiciones
ambientales de crecimiento (Cook y Tyers, 2007). Pues bien, aunque no se va a entrar en
detalle, TORC1 también es un mediador entre las sefales de crecimiento y el ciclo celular
(Loewith y Hall, 2011). En condiciones adversas (ayuno de nutrientes, condiciones de estrés
salino, oxidativo, por una subida de temperatura o la presencia de rapamicina) TORC1 se
inhibe provocando una disminucién de la sintesis general de proteinas, la induccién de la
autofagia y, como consecuencia de la inhibicion del crecimiento, la célula sale del ciclo celular
para entrar en fase GO. Por otro lado, las funciones de TORC2 parecen estar asociadas a la
organizacién polarizada del citoesqueleto de actina, en la progresién del ciclo celular a través
de G,/M, a la endocitosis, a la represion de la actividad calcineurina y a la sintesis de
esfingolipidos (Eltschinger y Loewith, 2015). La regulacion de homeostasis de lipidos y del
turgor intracelular parece otorgarle a TORC2 un papel importante en la regulacion de la
superficie celular.

Aguas arriba de TORC1: el complejo EGO

Pese a que existen evidencias de que TORC1 esta regulado por multitud de sefiales fisioldgicas,
los mecanismos concretos de percepcidon y transduccion de dichas sefiales todavia
permanecen poco clarificados en su mayor parte. En lo que respecta a los niveles de
aminodcidos intracelulares, se sabe que TORC1 es capaz de responder a estos a través del
complejo EGO (Exit from Growth Arrest; Binda et al., 2009). Este complejo se localiza junto a
TORC1 en la membrana vacuolar y estd compuesto por cuatro proteinas: Egol, Ego3, Gtrl y
Gtr2 (Figura 1.7). Gtrl y Gtr2 son dos GTPasas pertenecientes a la familia Ras ortdlogas de las
Rag GTPasas de los metazoos (Kim et al, 2008), mientras que Egol y Ego3 son,
probablemente, los homdlogos funcionales de las proteinas p18 (LAMTOR1) y p14 + MP1
(LAMTOR2 + LAMTOR3), respectivamente, presentes en vertebrados y que constituyen el
complejo Ragulator (Kogan et al., 2010). Dicho complejo, junto a las proteinas Rag, media en la
sefializacion de aminodcidos a TORC1 en mamiferos (Kim y Guan, 2011). En levadura, Egol
participa en el anclaje del complejo a la membrana vacuolar gracias a modificaciones lipidicas
en su extremo N-terminal y Ego3 funciona como un homodimero que acopla las GTPasas a
Egol (Dubouloz et al., 2005; Zhang et al., 2012). Recientemente, Powis y colaboradores (2015)
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han identificado un componente adicional del complejo EGO, Ego2, que seria requerido para la
integridad y localizacién de las GTPasas Gtrl y Gtr2. Ego2, junto a Egol y Ego3, formaria parte
de un complejo ternario que actuaria de andamiaje sobre la membrana vacuolar para fijar las
GTPasas en la activacién de TORC1 mediada por aminoacidos.

Vacuola

Aminoacidos --.._?

F 2
a--

Leucina
1]
/9
.

Sch9 Tap42-PPasa

AN AN

4 Anabolismo

+ Catabolismo, respuesta a estrés

Figura 1.7. El complejo EGO es un regulador principal de TORC1. El complejo EGO (EGOC) estd compuesto por
cuatro proteinas: la proteina palmitoilada y miristolada Ego1l, la proteina Ego3 y dos GTPasas de la familia Ras, Gtrl
y Gtr2. No obstante, recientemente también ha sido descrito Ego2 como probable componente del complejo. Al
igual que TORC1, el complejo EGO se localiza en la membrana vacuolar donde parece percibir y responder a los
niveles de leucina libre y, potencialmente, a los niveles de aminoacidos intravacuolares. Vamé6 ha sido identificado
como un factor intercambiador de guanina para Gtrl. El complejo SEACIT, regulado por el complejo SEACAT, actua
como GAP para Gtrl, mientras que el complejo formado por Lst4 y Lst7 hace lo propio con Gtr2. Con la
configuracion Gtr1°™ y Gtr2°®°
TORC1 activo estimula el crecimiento favoreciendo el anabolismo y reprimiendo el catabolismo y las respuestas a

, el complejo EGO activa TORC1, mientras que la configuracidn inversa lo inactiva.

estrés a través de sus dos efectores principales: la quinasa Sch9 y las fosfatasas Tap42-PP2As. Adaptado de Loewith
y Hall (2011).

En levadura, la actividad de TORC1 ha mostrado ser particularmente sensible a glutamina
(Crespo et al., 2002) y leucina (Binda et al., 2009). Es mas, dada su localizacidn en la membrana
vacuolar, se cree que el complejo EGO puede responder a niveles intravacuolares de
aminoacidos (Loewith y Hall, 2011). Aunque se desconocen muchos detalles del mecanismo de
activacion de TORC1 a través del complejo EGO, parece que en presencia de aminoacidos Gtrl
es cargado con guanosin trifosfato (GTP) y Gtr2 lo es con guanosin difosfato (GDP), de manera
que la configuracion Gtr1®™-Gtr2°°" activa el complejo EGO que a su vez activa TORC1
(Eltschinger y Loewith, 2015). En ausencia de aminoacidos, predomina la conformacion
Gtr1°®*-Gtr2°™, que resulta en la inhibicion de TORC1. Se ha propuesto que el intercambiador
de guanina (GEF, Guanine nucleotide Exchange Factor) Vam6 regula el estado de unién a
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nucledtidos de guanina de la proteina Gtrl (Binda et al., 2009) y que un complejo formado por
las proteinas Lst4 y Lst7 funciona como proteina activadora de GTPasa (GAP, GTPase-
Activating Protein) sobre Gtr2 (Pelli-Gulli et al., 2015). Asimismo, el complejo SEACIT (Seh1-
Associated subcomplex Inhibiting TORC1 signalling), el cual es regulado a su vez por el
complejo SEACAT (Seh1-Associated subcomplex Activating TORC1 signalling), actia como GAP
regulando a Gtrl (Binda et al., 2009; Bar-Peled et al., 2013).

A pesar de que tradicionalmente se ha considerado que la ruta TOR responde principalmente a
sefiales extracelulares (como nutrientes o estrés), estda tomando fuerza la visién de que
también estd regulada por sefales intracelulares. Es decir, que los efectores aguas abajo de los
complejos TORC1 y TORC2 estan implicados en el control de la actividad de dichos complejos,
los cuales actuarian a modo de bucles que se retroalimentan negativamente (Eltschinger y
Loewith, 2015).

Aguas abajo de TORC1: la quinasa Sch9 y las fosfatasas Tap42-PP2As

La regulacion del crecimiento por parte de TORC1 tiene lugar a través de una compleja red de
sefializacidon que comienza con sus dos sustratos principales: la quinasa Sch9 y las fosfatasas
Tap42-PP2As (Loewith y Hall, 2011; Figura L.7). No obstante, las vias de sefializacién
dependientes del complejo TORC1 todavia no se han caracterizado completamente. Sch9 es
una proteina quinasa de la familia AGC (denominada asi por las proteina quinasas A, Gy C de
mamiferos; Pearce et al., 2010) que es fosforilada por TORC1 (Powers, 2007). Sch9 regula de
una manera dependiente de TORC1 la biogénesis de ribosomas, la iniciacién de la traduccién y
la entrada del ciclo celular en fase GO (Urban et al., 2007). Asimismo, TORC1 regula a las
fosfatasas tipo 2A (Pph21, Pph22 y Pph3), asi como a fosfatasas relacionadas con la familia 2A
(Sit4 y Ppgl). Estas fosfatasas interaccionan con la proteina reguladora Tap42 en funcion de la
actividad de TORC1, por lo que se les conoce como Tap42-PP2As (Di Como y Arndt, 1996).
Tap42 es fosforilada por TORC1 cuando éste esta activo y forma un complejo con las fosfatasas
PP2As, mientras que la inactivacion de TORC1 resulta en la defosforilacion de Tap42 vy, por lo
tanto, en una disminucién de su afinidad por las fosfatasas, las cuales se liberan y pueden
actuar (Loewith y Hall, 2011).

Uno de los mecanismos que tiene TORC1 de controlar el crecimiento es la regulacién de la
sintesis de proteinas. Este hecho se detectd por primera vez cuando se observd que un
tratamiento con rapamicina provoca un marcado descenso en la sintesis proteica a través del
bloqueo de la iniciacion de la traduccién (Barbet et al., 1996). Como se detallara en el siguiente
apartado (1.4.2), una diana principal en la regulacién de la traduccion es el factor de iniciacion
de la traduccion elF2 (eukaryotic Initiation Factor 2), cuya subunidad a es fosforilada bajo
ayuno de aminodcidos interfiriendo de forma dominante en la traduccién de la mayoria de
mRNAs (Hinnebusch, 2005). La quinasa de elF2a conservada en eucariotas es Gen2 y se activa
al unirse a tRNAs descargados que se acumulan cuando hay ayuno de aminoacidos. Ademas, la
actividad de Gcn2 también puede ser regulada mediante fosforilacion. Por una parte, la
fosforilacién en la Serina 577 (Ser577) de Gcn2 reduce su afinidad por tRNAs descargados vy,
por tanto, su actividad. La inhibicién de TORC1 mediante un tratamiento con rapamicina
produce de forma rapida la defosforilacién de la Ser577 dependiente de las Tap42-PPasas,
aumentando la afinidad de Gecn2 por tRNAs descargados y su actividad quinasa (Cherkasova y
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Hinnebusch, 2003). Asimismo, la inhibicion de Sch9 conlleva la fosforilacion de elF2a a través
de un mecanismo todavia no identificado (Urban et al., 2007). Ademas de Gen2 y elF2a, TORC1
actua sobre otras dianas para regular la sintesis de proteinas. Concretamente, afecta al estado
de fosforilacién de la proteina Eapl de levadura, que podria actuar parcialmente como
homdlogo funcional de las proteinas 4E-BP (4E Binding Proteins) de mamiferos (Cosentino et
al., 2000). En estos organismos, TORC1 activo fosforila las proteinas 4E-BP impidiendo su
interaccidn con la proteina elF4E. Al inactivarse TORC1, las proteinas 4E-BP en su estado no
fosforilado interaccionan con elF4E inhibiendo la formacién del factor de iniciacion de la
traduccién elF4F (complejo heterotrimérico formado por elF4E-elF4G-elF4A) y provocando el
descenso de la tasa de sintesis proteica (Raught y Gingras, 2007). Asimismo, TORC1 también
puede actuar sobre el factor elF4G en levadura (Berset et al., 1998).

4.2. Laruta GAAC (General Amino Acid Control)

Otro de los principales sistemas mediante el cual la levadura se adapta a variaciones en los
niveles de determinados nutrientes o a situaciones de estrés se basa en la ruta GAAC, también
conocida como ruta GCN (General Control Noninducible or Nonderepressible), que coordina la
tasa de iniciacion de la traduccién de mRNAs con la disponibilidad de aminoacidos
proporcionando un mecanismo de respuesta rapido a cambios en las condiciones fisioldgicas
de las células (Hinnebusch, 2005; Wek et al., 2006). El elemento central de dicha ruta es Gen2,
la Unica quinasa conocida de elF2a que se encuentra conservada en la evolucién de todos los
eucariotas, de hongos a plantas y animales (Hinnebusch, 2005; Lageix et al., 2008; Dalton et
al., 2012). El ayuno de aminodcidos activa Gen2, que fosforila a su sustrato elF2a provocando
la inhibicidn de la sintesis general de proteinas y favoreciendo selectivamente la traduccion de
mMRNAs que contienen pequefias pautas de lectura abierta (ORFs, Open Reading Frames)
situadas aguas arriba de la secuencia codificante del gen (UORFs, upstream ORFs) (Hinnebusch,
2005). El caso mejor caracterizado de activacién traduccional mediada por Gecn2 es el del
factor de transcripcidn Gen4, responsable de la induccion de la mayoria de genes que codifican
enzimas de biosintesis de aminodcidos. Esta doble respuesta (inhibicion de la sintesis proteica
y la traduccion selectiva de Gen4) permite a las células que se encuentran en ambientes con
escasez de nutrientes limitar el consumo de aminodcidos a la vez que se redirigen los recursos
para aumentar su biosintesis. Mientras que en levadura solo se conoce una quinasa (Gcn2)
capaz de fosforilar elF2a (Krishnamoorthy et al., 2001), en mamiferos existe una familia de
quinasas de elF2a que surgid a partir de la quinasa GCN2 ancestral. Esta familia esta
compuesta por cuatro miembros que responden a diversos estreses, entre ellos: GCN2 a ayuno
de aminoacidos, PKR a infecciones virales, PERK a un mal plegamiento de las proteinas en el
reticulo endoplasmatico y HRI a ayuno de hierro (deficiencia de grupos hemo) (Wek et al.,
2006; Dever et al., 2007; Dalton et al., 2012; Figura 1.8). Ademas de producir una parada
general en la traduccidn, la fosforilacion de elF2a estimula la traduccidn selectiva del mRNA
del factor de transcripcion ATF4, responsable de la induccién de numerosos genes de la
respuesta integrada a estrés (ISR, Integrated Stress Response).
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Figura 1.8. Las quinasas de elF2a en mamiferos. Cada quinasa de elF2a se activa por un tipo distinto de estrés
induciendo la fosforilacion de elF2a: GCN2 (General Control Nonderepressible-2) por ayuno de aminodcidos, PKR
(double-stranded RNA-activated Protein Kinase) por infecciones virales, PERK (Pancreatic elF2a/PKR-Endoplasmic
Reticulum-related Kinase) por estrés relacionado con el plegamiento incorrecto de proteinas en el reticulo
endoplasmatico (RE) y HRI (Haem-Regulated Inhibitor) por deficiencia en grupos hemo. En su forma defosforilada,
elF2a mantiene de manera eficiente la traduccién de proteinas, sin embargo, una vez fosforilada causa una
inhibicion general de la traduccién. Paraddjicamente, la traduccidon de ATF4 aumenta con la fosforilacion de elF2a e
induce genes de la respuesta integrada a estrés. Adaptado de Dalton et al. (2012).

Para facilitar la comprensién del mecanismo de inhibicién de la sintesis de proteinas por parte
de Gcn2, se describe a continuacién de forma resumida el proceso de iniciacion de la
traduccidon de mRNAs en células eucariotas (Hinnebusch, 2005). Dicho proceso comienza con la
unién de un complejo ternario (TC, Ternary Complex), formado por un tRNA de metionina
cargado (Met-tRNAM") y elF2 asociado a GTP (elF2-GTP), a la subunidad 40S del ribosoma,
dando lugar al complejo de iniciacién 43S (Figura 1.9). El mRNA es activado por el factor de
iniciacion de la traduccion elF4F, que se asocia a la caperuza del extremo 5’ del mRNA, y por la
proteina PABP (Poly A Binding Protein), que reconoce y se une a la cola de poliadenina en el
extremo 3’. La proteina PABP interacciona con el factor elF4F provocando la circularizacion del
MRNA, permitiendo la unidn del mRNA al complejo 43S y dando lugar a la formacion del
complejo 48S. Este Gltimo comienza a escanear el mMRNA hasta dar con el coddn de inicio AUG,
que codifica el aminoacido metionina. Al emparejarse las bases del anticodén del Met-tRNAM®*
con el codéon AUG, el GTP del TC es hidrolizado a GDP, tras lo que se libera elF2-GDP y se
incorpora la subunidad ribosomal 60S para formar el complejo de iniciacién 80S, capaz de
sintetizar proteinas. El elF2-GDP liberado es reciclado por el GEF elF2B para dar elF2-GTP y
poder formar otro TC que de paso a un nuevo ciclo de traduccion. La reaccidn de elF2-GDP a
elF2-GTP constituye un punto critico de control de la traduccién, pues, como ya se ha
comentado, la quinasa Gecn2, en levadura, y la familia de quinasas relacionadas con GCN2, en
mamiferos, inhiben dicha reaccion mediante la fosforilacion de la Ser51 en la subunidad a de
elF2. Al ser fosforilado en su subunidad a, elF2 (elF2a-P) deja de ser un sustrato de elF2B para
pasar a ser un inhibidor competitivo, causando un descenso considerable en la formacién de
elF2-GTP y del TC y teniendo como consecuencia en ultima instancia la inhibicion general de la
iniciacion de la traduccion. Puesto que la fosforilacion de elF2-GDP en la subunidad a aumenta
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su afinidad por elF2B (Krishnamoorthy et al., 2001), la fosforilacion de solo una parte del total
de factores elF2 en la célula puede reducir considerablemente la sintesis proteica.

elF2-GTP ]

tRNAMet

Complejo ternario (TC) «lF2

elFs 1, 1A

408

Complejo 43S elF28
(GEF)
elFs 4F, 4A, 4B
PABP, mRNA
Traduccion
GCN4

elF2 (a) @

Complejo 48S

GCN2

elF2-GDP

AAAAAA
IE Ribosoma 60S
eirs elF5B, GTP
Complejo 80S

Figura 1.9. Representacion simplificada de la ruta de iniciacion de la traduccion en eucariotas. Los factores elF1y

Met) y elF3 para formar el complejo de preiniciacién

elF1A promueven la unién del complejo ternario (elF2-GTP-tRNA,;
43S junto con la subunidad ribosomal 40S. Los factores elF4 y la proteina de unién a poli(A) PABP facilitan la
asociacion del mRNA al complejo 43S para generar el complejo 48S, el cual busca el codén de inicio AUG en el
mRNA. Una vez encontrado el codén AUG, elF5 estimula la hidrdlisis del GTP de elF2, tras lo que se libera el factor
elF2-GDP y se une la subunidad ribosomal 60S (paso estimulado por otra GTPasa, elF5B) para producir el complejo
de iniciacién 80S. El reciclaje de elF2-GDP a elF2-GTP esta catalizado por el GEF elF2B. Dicha reaccién se inhibe por

la fosforilacion de la subunidad a de elF2 mediada por Gen2. Adaptado de Hinnebusch (2005).
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El aumento en la fosforilacion de elF2a en células con ayuno de aminoacidos ocurre sin un
incremento en la cantidad de proteina Gen2 (Wek et al., 1990), en cambio, éste se debe a una
acumulacién de tRNAs descargados (Wek et al., 1995; Hinnebusch, 1996; Wek et al., 2004,
Hinnebusch, 2005), ya que Gcn2 se une con similar afinidad a diferentes tipos de tRNAs
deacilados (descargados) pero muestra afinidad reducida por tRNAs acilados (cargados) (Dong
et al., 2000). La falta de un determinado aminoacido puede provocar la deacilacion de tRNAs
no cognados (especificos de otros aminoacidos), ademas de los tRNA cognados, y diferentes
tipos de tRNAs descargados pueden activar Gen2 (Zaborske et al., 2009). La unién a tRNAs
desacilados requiere un dominio con homologia con la histidil tRNA sintetasa (HisRS, Histidyl-
tRNA Synthetase) y un segmento rico en lisinas del dominio C-terminal (CTD, C-Terminal
Domain) (Wek et al., 1995; Dong et al., 2000; Figura 1.10). Asi pues, se cree que estos dominios
interaccionan parcialmente con el dominio quinasa (PK) (Qiu et al, 1998) evitando la
activacion de Gecn2 con niveles basales de tRNAs descargados, sin embargo, bajo ayuno de
aminoacidos los tRNAs descargados se unen al dominio HisRS eliminando las asociaciones
inhibitorias (Dong et al., 2000; Qiu et al., 2001) y el dominio HisRS unido al tRNA interacciona
con el dominio PK estimulando la activacién de la quinasa (Qiu et al., 2001). Asimismo, la
activacion de Gen2 precisa de autofosforilacion en las treoninas Thr882 y Thr887 (Romano et
al., 1998; Qiu et al., 2002) y de dimerizacién, para lo que resulta fundamental el dominio CTD
(Qiu et al., 1998; 2001). Este dominio también es requerido para la asociacidon de Gen2 con los
ribosomas ya que puede interaccionar con segmentos de doble cadena de los rRNA (Ramirez
et al., 1991; Zhu y Wek, 1998). Ademas, el dominio de unién a Genl le permite interaccionar
con el complejo formado por las proteinas Genl y Gen20, el cual también interacciona con el
ribosoma y media en la activacidon de Gen2 (Garcia-Barrio et al., 2000; Sattlegger y Hinnebusch,
2005). Se ha propuesto que el complejo Genl-Gen20 facilita la unién de tRNAs descargados al
sitio A del ribosoma o la transferencia de estos desde el sitio A al dominio HisRS de Gcn2 para
su activacién (Hinnebusch y Natarajan, 2002).

GCN2 -T887
: SS??-@ T882-$ 1659
W[ GoNT I | T Co |

Unién a Genl Funcion Proteina
desconocida quinasa Union a tRNA descargado

Unidn a ribosoma y
dimerizacion

Figura 1.10. Dominios funcionales de Gcn2. Se muestran los dominios funcionales a los que pertenecen los 1659
aminodcidos de Gen2 (180 kDa). Desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal, se observa el dominio de
union a Genl, el dominio pseudoquinasa de funcion desconocida (WPK), el dominio quinasa (PK), el dominio de
homologia con la histidil tRNA sintetasa (HisRS) y el dominio C-terminal (CTD). Se indican con letras P el sitio de
fosforilacidn en la Ser577 (dependiente de TORC1) y los sitios de autofosforilacién en las Thr882 y Thr887. Adaptado
de Hinnebusch (2005).

Aunque el ayuno de aminoacidos es la principal causa que desencadena la activacion de la ruta
GAAC, se ha descrito la activacion de Gen2 bajo otras situaciones de estrés como la limitacion
de glucosa (Yang et al., 2000), el ayuno de purinas (Rolfes y Hinnebusch, 1993), el crecimiento
en medio con alta salinidad (Goossens et al., 2001; Narasimhan et al., 2004; Zaborske et al.,
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2009), en tratamientos con el agente alquilante metilmetanosulfonato (MMS) (Natarajan et
al., 2001), con rapamicina (Cherkasova y Hinnebusch, 2003; Narasimhan et al., 2004) o en
situaciones de acidificacion intracelular (Hueso et al., 2012). Aunque estos estreses no estan
relacionados directamente con el ayuno de aminodcidos, parecen causar la activacién de Gen2
a través de la deacilacién de los tRNAs. Esta idea viene apoyada por el hecho de que también
bajo las citadas condiciones de estrés la activacién de Gcn2 requiere la capacidad de unién a
tRNAs de su dominio regulatorio HisRS. Ademds, Zaborske y colaboradores (2009) sugieren

que la reduccién en la carga del iniciador tRNAM®

en condiciones de salinidad indica que dicho
estrés podria reducir los niveles del complejo ternario de elF2a y bloquear la iniciacion de la
traduccién mediante mecanismos no totalmente dependientes de la fosforilacién de elF2a. En
cualquier caso, todavia falta una explicacién clara para el origen de la descarga de los tRNAs en
las distintas situaciones de estrés, lo cual se comentard mas extensamente en el apartado

“Discusion”.

Como se ha comentado en el inicio del presente apartado, la fosforilaciéon de elF2a por parte
de Gcn2 no sélo reduce de forma general la iniciacidon de la traduccién, sino que al mismo
tiempo incrementa selectivamente la traduccion del mRNA de GCN4 (Figura 1.11), que codifica
el activador transcripcional de la familia bZIP (basic leucine-Zipper) Gecn4 (Ellenberger et al.,
1992). Este factor de transcripcidn forma un homodimero capaz de unirse a secuencias de
unidén especificas, denomiadas UASgcre (Upstream Activating Sequence GCN4 Responsive), que
se localizan en los promotores de los genes que regula directamente (Hill et al., 1986; Struhl,
1989; Natarajan et al., 2001). No obstante, parte de los genes inducidos por Gcn4 podrian
serlo indirectamente, ya que Gcn4 regula la expresion de numerosos factores de transcripcion.
De hecho, los estudios sobre la expresion global de genes indican que Gcn4 induce cerca de
una décima parte del genoma de S. cerevisiae en células con ayuno de aminodcidos (Natarajan
et al., 2001). Este factor de transcripcidon estimula la expresidn numerosos genes involucrados
en la biosintesis de aminodcidos, concretamente, induce genes de las rutas de biosintesis de
todos los aminodcidos excepto la de cisteina y, aunque no promueve directamente la
expresion de los genes implicados en su biosintesis, si induce genes de biosintesis de sus
precursores serina y homocisteina. Gecn4 también induce la transcripcion de genes de
biosintesis de purinas, de aminoacil-tRNA sintetasas, de precursores de aminoacidos y
vitaminas, de transportadores de aminoacidos, de componentes de los peroxisomas, de
proteinas carrier mitocondriales, de la homeostasis de glucégeno (provocando la reduccion de
los niveles celulares), de proteinas reguladoras (quinasas, fosfatasas y factores de
transcripcién) y de proteinas relacionadas con la autofagia, mientras que, por otro lado,
reprime la expresion de genes relacionados con proteinas ribosomales y factores de la
traduccién. El sentido biolégico de este cambio en la expresidon génica controlado por Gen4
tiene que ver con la adaptacion a situaciones de escasez de aminoacidos favoreciendo el
aumento de su contenido intracelular.

La regulacion a nivel traduccional de Gen4 por parte de la ruta GAAC se basa en cuatro uORFs
de solo dos o tres codones de largo. Segin el modelo de regulacion existente (Hinnebusch,
2000; Hinnebusch y Natarajan, 2002; Hinnebusch, 2005; Figura 1.11), los ribosomas comienzan
traduciendo el uORF1, tras lo que el 50 % se disocian y el otro 50 % contindan escaneando el
mRNA en forma de subunidades 40S. Este primer uORF parece ser un elemento regulador
positivo al permitir que en torno a la mitad de ribosomas no se disocien tras su traduccion. En

28



Introduccion

condiciones normales (sin ayuno de aminoacidos), practicamente todas las subunidades
ribosomales 40S que contintdian unidas al mMRNA vuelven a unir un TC y reinician la traduccion
en los UORFs 2-4, disocidndose definitivamente del mRNA sin traducir GCN4. Bajo ayuno de
aminodacidos, Gcn2 fosforila elF2a haciendo disminuir los niveles de TC, por lo que
aproximadamente el 50 % de las subunidades 40S que continlan escaneando el mMRNA desde
el uORF1 sobrepasan las UORF4 2-4 sin unir ningln TC. Muchos de estos ribosomas vuelven a
unir un TC antes de llegar al coddn de inicio de GCN4 y como consecuencia se derreprime su
traduccién.

tRNA descargado

|

GCN2 GCN1

GCN20

elF2-GDP > elF2(0){P)

GCD11
SuUI3 | elF2-GDP GCD6 GCD1 :
SUI2 V elF2B | GCD2 GCD7 = elF2B (GEF)
I} GCN3 &
elF2-GTP elF2-GTP
Vl tRNAiMet | tRNAiMet
(Altos niveles) (Bajos niveles)

Condiciones normales Ayuno de aminoacidos

Figura 1.11. Modelo para el control traduccional de GCN4. Se muestra esquematicamente el mRNA de GCN4 con las
UORFs 1y 4; para simplificar, las uORFs 2 y 3 se omiten ya que son funcionalmente redundantes con la uORF4. Las
subunidades ribosomales 40S estan dibujadas en gris cuando se encuentran asociadas a un complejo ternario (TC) y
pueden reiniciar la traduccion en el siguiente conddn de inicio que encuentren. Las subunidades 40S unidas al
mRNA pero sin TC son de color negro. Los ribosomas 80S se muestran traduciendo las uORF1, uORF4 o el mRNA
GCN4 con los péptidos sintetizados en forma de cola. Las subunidades 40S y 60S libres (en negro) se muestran
disociandose del mRNA después de traducir la uORF4. Se indican las subunidades de elF2 y de su GEF elF2B. Los
factores reguladores positivos para la traduccion de GCN4 estan marcados en verde y los negativos en rojo. Después
de la traduccidn de la uORF1, aproximadamente el 50 % de las subunidades ribosomales 40S permanecen unidas al
mMRNA y reanudan la buisqueda de otra ORF. En condiciones normales (sin ayuno de aminoacidos), la subunidad 40S
vuelve a unir rdpidamente el TC, dado que la concentracion de TC es alta, y reinicia la traduccién en la uORF4, tras lo
cual el ribosoma se disocia del mRNA y no llega a traducir GCN4. Bajo condiciones de ayuno de aminoacidos, en
torno al 50 % de subunidades 40S no son capaces de volver a unir el TC para reiniciar la traduccidn en la uORF4
debido a que la concentracion de TC es baja, por lo que contintian buscando otra ORF hasta llegar a GCN4, donde si
reinician la traduccidn. El otro 50 % de subunidades 40S logra unir el TC antes de llegar a la uORF4, la traducen y se
disocian sin llegar a GCN4. Adaptado de Hinnebusch (2005).
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No obstante, hay indicios de que Gen2 podria estimular la traduccién selectiva de otros mRNAs
ademas del de GCN4. Molin y colaboradores (2011) demostraron que la pérdida de funcidn de
GCN2, a diferencia de la de GCN4, reduce considerablemente la capacidad de la levadura para
elevar los niveles de la sulfiredoxina Srx1 y proponen que esto ocurre a través de una
regulacién traduccional por parte de Gen2. Es mas, el mRNA de Srx1 contiene uORFs, aunque
aun no se ha demostrado directamente que Gcn2 regule la traduccion de dicho mRNA
(Murguia y Serrano, 2012). Asimismo, se ha sugerido que Gcn2 podria activar la traduccion de
un regulador desconocido del transporte de leucina (Hueso et al., 2012).

Cabe destacar la existencia de diversos trabajos que apuntan a que Gecn2 tiene otras funciones
mas alla de la regulacion de la traduccidn a través de su principal sustrato elF2a. Por ejemplo,
al producirse dafos en el DNA por un tratamiento con MMS (Menacho-Marquez et al., 2007) o
por la exposicion a radiacion ultravioleta (Tvegard et al., 2007), Gen2 parece inhibir la sintesis
de proteinas y retrasar el ciclo celular en la transicién G1/S a través de mecanismos todavia no
dilucidados pero independientes de la fosforilacion de elF2a. Ello sugiere que Gcn2, al ser
activado por dafios en el DNA, tendria otros sustratos (componentes de las rutas de reparacion
y de control del DNA, por ejemplo) mediante los que modularia la respuesta al estrés (Murguia
y Serrano, 2012). Resulta interesante que en mamiferos se haya identificado a la metionil-tRNA
sintetasa (MRS) como nuevo sustrato directo de GCN2 (Kwon et al., 2011). La enzima GCN2
activada por radiacion ultravioleta fosforila a MRS en la Ser662 causando, por un lado, la
inhibicién de la actividad MRS, lo que refuerza la represion general de la traduccidn que tiene
lugar a través de elF2a, y, por otro, la induccién de una ruta de reparacion del DNA.

5. Homeostasis de hierro en S. cerevisiae

El hierro es un nutriente esencial para practicamente todos los organismos puesto que los
cofactores proteicos basados en hierro, tales como los complejos hierro-azufre (Fe/S), los
grupos hemo y otros grupos prostéticos con hierro son necesarios para el ensamblaje
funcional de numerosas proteinas (Paoli et al., 2002; Ozer y Bruick, 2007; Lill y Miihlenhoff,
2008; Zhang, 2014). Los cofactores de hierro activan y dotan de estructura adecuada a enzimas
de gran importancia en muchos de los procesos mds importantes que tienen lugar en la célula.
Asi pues este metal (aunque también otros metales de transicidn como el Cu, el Zn o el Mn) se
situa en el centro catalitico de numerosas enzimas que aprovechan su capacidad de actuar
tanto de donador como de aceptor de electrones en las reacciones redox. Puesto que es un
metal fundamental para la viabilidad de las células, éstas han desarrollado estrategias para
optimizar su adquisicidn y almacenamiento y asi asegurarse el mantenimiento de los niveles de
hierro apropiados. No obstante, el hierro puede comprometer la viabilidad celular si se
encuentra en exceso, ya que, debido precisamente a sus propiedades redox, puede catalizar la
formacién de ROS que resulten en graves dafios a lipidos, proteinas y DNA (Dawes, 2004; Lyons
y Eide, 2007). Por tanto, las células deben mantener un delicado equilibrio entre su deficiencia
y unos niveles demasiado elevados.
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5.1. Transporte de hierro de alta afinidad y respuestas transcriptomicas y metabdlicas a
los niveles de hierro

Aunque el hierro es un metal muy abundante en la naturaleza, la biodisponibilidad es baja por
su reducida solubilidad en condiciones ambientales, encontrandose normalmente en forma de
sales férricas o quelatos, de modo que S. cerevisiae ha desarrollado mecanismos para
solubilizarlo y poder absorberlo. Asi, en situaciones en las que existen altos niveles externos de
hierro extracelular, éste es reducido en la parte exterior de la membrana plasmatica mediante
las metaloreductasas de la familia FRE (Martins et al., 1998; Yun et al., 2001) y después
internalizado por los transportadores de membrana de baja afinidad Fet4 y Smfl, los cuales
también pueden transportar Mn**, Cu* y Zn** (Supek et al., 1996; Dix et al., 1994; 1997). En
cambio, cuando las concentraciones externas de hierro son bajas, las células de levadura
emplean un sistema de transporte de alta afinidad, el cual opera mediante dos rutas paralelas
(Figura 1.12). Una de ellas, denominada ruta reductora, consiste en la reduccidn del hierro
férrico (Fe**) a ferroso (Fe®*) por las reductasas FRE y en su posterior reoxidacion y transporte
al interior celular por un complejo especifico de hierro formado por la oxidasa multicobre Fet3
(Askwith et al., 1994) y la permeasa transmembrana Ftrl (Stearman et al., 1996). Antes de ser
transferido al citosol por Ftrl, el hierro ferroso es oxidado en primer lugar por Fet3 en una
reaccion dependiente de cobre y que requiere oxigeno molecular (Philpott, 2006). El cobre se
inserta en la proteina Fet3 de manera posttraduccional en un compartimento post-Golgi de la
ruta secretora a través de un proceso en el que la chaperona de cobre Atxl une cobre
citosdlico y lo transfiere a Ccc2, el transportador microsomal de cobre que lo bombea al lumen
de las vasiculas post-Golgi. No obstante, todavia no se comprende bien cémo se transporta el
hierro una vez estd dentro de la célula. Es probable que ya en el citosol se una a ligandos
bioldgicos de bajo peso molecular como el glutatién y, posteriormente, las glutaredoxinas
medien en el trafico intracelular y en el reparto del conjunto de especies de hierro labiles del
citosol a las rutas que lo requieren (Hider y Kong, 2011; Miihlenhoff et al., 2010; 2015).

La otra via de transporte estd mediada por siderdforos, que son compuestos de bajo peso
molecular que unen Fe** con alta afinidad y especificidad (Neilands, 1995). S. cerevisiae no
sintetiza siderdéforos, aunque puede captar los que son liberados al medio por otros
microorganismos (Lesuisse y Labbe, 1989). A bajas concentraciones, los sideréforos unidos a
hierro férrico son transportados a través de la membrana plasmatica por transportadores
especificos de la familia ARN (Yun et al., 2000a,b; Philpott, 2006). Esta levadura expresa cuatro
transportadores de sideréforos en respuesta a deficiencia de hierro (Arnl-4). Cada
transportador ARN tiene 14 dominios transmembrana, seguin las predicciones sobre las
secuencias de aminodcidos, y muestra especificidad por un grupo diferente de siderdforos,
exceptuando alguna variaciéon puntual en dicha especificidad dependiendo la cepa de S.
cerevisiae (Lesuisse et al., 2001). Una vez dentro de la célula, el hierro ha de ser disociado del
siderdforo antes de ser usado, no obstante, no esta claro el mecanismo por el que esto ocurre.
En funcidn del tipo de sideréforo, se ha detectado su acumulacidn tanto en la vacuola como en
el citosol, pero no se sabe con seguridad si la liberacién del hierro ocurre por una degradacion
del sideréforo o por un proceso de reduccién de Fe**, en cualquier caso estas moléculas
podrian servir para almacenar el hierro en una forma estable (Philpott y Protchenko, 2008).
Asimismo, cuando las concentraciones exteriores de sideréforos con Fe*" son relativamente
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altas, éste también puede ser reducido por reductasas de la membrana plasmatica (Frel-4) e
internalizado por transportadores de Fe®* (Philpott, 2006). En el transporte mediado por
siderdforos también intervienen tres manoproteinas de la pared celular, Fitl, Fit2 y Fit3, que
contribuyen a la retencién y absorcién de sideréforos (Protchenko et al., 2001).

Fe(ll)o

Fe(lll)

Biotinao \’

Membrana
plasmatica

Citocro-
mos

Glu

. Regl"én
Aftl

Hemo

Biotina -
NN AAA
mRNAs para proteinas
Mitocondria Nucleo con hierro

Figura 1.12. Respuesta a ayuno de hierro en Saccharomyces cerevisiae. Los nombres de los genes bajo el control
transcripcional de Aftl y Aft2 se indican con letra de color negro. En texto gris, CCC1 y proteinas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), los citocromos respiratorios, las rutas de biosintesis de glutamato (Glt1), grupos hemo y
biotina, indicando que se reprimen durante la deficiencia de hierro. Adaptado de Philpott y Protchenko (2008).

La activacion de este sofisticado sistema de transporte de alta afinidad, ademas de otros genes
relacionados con el metabolismo del hierro, esta coordinada a nivel transcripcional de manera
qgue en condiciones de deficiencia de hierro la levadura responde activando la expresién de un
conjunto de genes (entre 30 y 40) bajo el control del factor de transcripcion dependiente de
hierro Aftl (Yamaguchi-lwai et al.,, 1995; 1996; Tabla I.1). Aftl se expresa de manera
constitutiva y su funcion es regulada a través de su localizacidon subcelular. De manera que,
cuando la concentracién de hierro intracelular es alta, Aftl se encuentra localizado en el
citoplasma y no activa la transcripciéon, mientras que cuando hay bajos niveles de hierro, Aftl
se acumula en el nucleo donde se une al DNA y activa la transcripcidon de sus genes diana
(Yamaguchi-lwai et al., 2002). Aft1 es el regulador principal de la transcripcidon en respuesta a
los niveles de hierro, siendo necesario para activar adecuadamente la expresion de sus genes
diana (Kaplan y Kaplan, 2009). No obstante, existe un gen paralogo que codifica el factor de
transcripcion Aft2 (Blaiseau et al., 2001; Rutherford et al., 2001). Ambos reconocen y se unen a
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secuencias consenso similares en las regiones aguas arriba de sus genes diana y pueden activar
la transcripcion de un grupo de genes parcialmente solapante, aunque los efectos
transcripcionales de Aft2 solo se perciben en ausencia de Aftl (Philpott y Protchenko, 2008).
Aftl se une de forma mas fuerte y especifica que Aft2 al DNA en la secuencia candnica de
respuesta a hierro TGCACCC, en cambio Aft2 puede reconocer otras secuencias variantes
presentes en los genes MRS4 y SMF3, involucrados en el transporte mitocondrial y vacuolar,
respectivamente (Rutherford et al., 2003; Courel et al., 2005), por lo que se cree que Aft2
podria tener un papel mas especifico en la distribucidn del hierro a nivel intracelular (Courel et
al., 2005). En cualquier caso las funciones de Aft2 en la respuesta a la deficiencia de hierro
estan mucho menos claras que en el caso de Aftl.

Tabla I.1. Principales genes del reguldon de Aftl y Aft2 con la localizacion subcelular y las funciones de sus
respectivos productos. Adaptado a partir de la informacion recogida en: Philpott y Protchenko (2008), Kaplan y
Kaplan (2009), www.uniprot.org y www.yeastgenome.org.

Gen Localizacion de la proteina Funcidn
FIT1 Pared celular Unién de sideré6foros
FIT2 Pared celular Unién de sideréforos
FIT3 Pared celular Unién de sideré6foros
FRE1 Membrana plasmatica Ferrireductasa
FRE2 Membrana plasmatica Ferrireductasa
FRE3 Membrana plasmatica Ferrireductasa
FRE4 Membrana plasmatica Ferrireductasa
FRE5S Desconocido Ferrireductasa putativa de membrana
FET3 Membrana plasmatica Oxidasa multicobre
FTR1 Membrana plasmatica Permeasa de hierro
ARN1 Membrana plasmatica, endosoma Transporte de sideréforos
ARN2/TAF1 Membrana plasmatica Transporte de sideréforos
SIT1/ARN3 Membrana plasmatica, endosoma Transporte de sideréforos
ARN4/ENB1 Membrana plasmatica Transporte de sideréforos
VHT1 Membrana plasmatica Transporte de biotina
FRE6 Vacuola Ferrireductasa
SMF3 Vacuola Transporte de Fe?'
FET5 Vacuola Oxidasa multicobre
FTH1 Vacuola Permeasa de hierro
coT1 Vacuola Transporte de Zn>"y Co®'
AKR1 Golgi Palmitoil transferasa
cce2 Golgi Transporte de Cu a vesiculas
MRS4 Mitocondria Transportador de Fe®
ISU1 Mitocondria Ensamblaje complejos Fe/S
HMX1 Reticulo endoplasmatico Hemo oxigenasa
CTH1 Nucleo Proteina de unién a mRNA
TIS11/CTH2 Citosol, nucleo Proteina de unién a mRNA
ATX1 Citosol Chaperona de Cu, traspasa Cu a Ccc2
BNA2 Citosol Triptdéfano 2,3-dioxigenasa
ECM4 Citosol Glutatién transferasa
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Aft1, ademas de genes de toma de hierro, regula genes relacionados con su almacenamiento y
movilizacién en la célula. Dentro de ella, la vacuola es el principal reservorio (Raguzzi et al.,
1988) y, cuando hay hierro abundante en el citoplasma, éste se traslada a la vacuola a través
del transportador Cccl (Chen y Kaplan, 2000), lo que le permite protegerse de sus potenciales
efectos toxicos y almacenar hierro para cuando escasea en el medio extracelular (Li et al.,
2001). Cuando los niveles de hierro bajan, CCC1 se reprime y Aftl activa la expresion de
proteinas vacuolares que permiten la salida de hierro de la vacuola al citosol. Por ejemplo,
Fre6 se localiza en la vacuola donde participa en la movilizacidn de hierro y cobre hacia el
citosol (Rees y Thiele, 2007; Singh et al., 2007), proceso en el que también interviene un
complejo constituido por Fet5 y Fthl, dos paralogos de Fet3 y Ftrl, respectivamente (Spizzo et
al.,, 1997; Urbanowski y Piper, 1999). Asimismo, en condiciones de escasez de hierro, las
células son mas sensibles a los efectos toxicos de otros cationes metalicos y por ello aumentan
su almacenamiento en la vacuola a través de transportadores como Cotl, que es especifico
para otros metales diferentes al hierro como el zinc y el cobalto (Conklin et al., 1992;
MacDiarmid et al., 2000). El gen que codifica la hemo oxigenasa de levadura, HMX1, también
se induce en estas condiciones (Protchenko y Philpott, 2003; Kim et al., 2006). La proteina
Hmx1 se localiza en la parte citosélica del reticulo endoplasmatico y degrada grupos hemo, los
cuales contienen hierro y controlan la activacion de genes del metabolismo aerdbico (Kwast et
al., 1998), muchos de ellos relacionados con citocromos respiratorios, muy ricos en hierro. A
través de la disminucidn de los grupos hemo la célula aumenta la disponibilidad de hierro para
cubrir necesidades prioritarias y disminuye la cantidad de este metal presente en los
complejos respiratorios. De hecho, ante la escasez de hierro, S. cerevisiae lleva a cabo un
reajuste general del metabolismo favoreciendo rutas en las que emplea menos proteinas con
hierro, como aquellas que contienen complejos Fe/S o grupos hemo, con el objetivo de
incrementar la eficiencia en el uso de este metal y preservar los procesos esenciales. Un
ejemplo es la biosintesis de glutamato, ya que la levadura redirige su biosintesis desde una
ruta mediada por la enzima Glt1, que requiere un complejo Fe/S (Curti et al., 1996), a una ruta
alternativa que no lo requiere empleando una modulacién a nivel transcripcional y
postranscripcional (Philpott et al., 2012). También ocurre algo similar en la biosintesis de
biotina, cuyo paso limitante esta codificado por el gen BIO2, que codifica una proteina que
necesita un complejo Fe/S para ser activa (Marquet et al., 2001). En ausencia de hierro, los
genes de biosintesis de biotina se reprimen, mientras que se induce el gen del transportador
de biotina de alta afinidad, VHT1 (Shakoury-Elizeh et al., 2004).

Uno de los cambios mas destacables cuando la levadura tiene falta de hierro consiste en la
reduccion de la respiracidon y en la induccién de la glucdlisis en favor de un metabolismo
fermentativo, lo que explica que células crecidas en medio sin hierro o que carecen del factor
de transcripciéon Aftl sean incapaces de crecer en presencia de fuentes de carbono no
fermentables (Philpott et al., 2012). Células crecidas con concentraciones 6ptimas de hierro y
en presencia de glucosa se caracterizan por un metabolismo fermentativo durante la fase
exponencial del crecimiento, que es un proceso menos rico que la respiracién mitocondrial
pero que le aporta una ventaja adaptativa a la levadura al permitirle aprovechar la glucosa en
primer lugar y tener como subproducto el etanol, que puede ser después oxidado
completamente por la ruta de los acidos tricarboxilicos y la cadena respiratoria. Una vez
agotada la glucosa, se produce un cambio hacia el metabolismo respiratorio (cambio diduxico);
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es entonces cuando la levadura ha alcanzado la fase estacionaria de crecimiento. Pues bien,
para adaptarse a la respiracion, el volumen celular ocupado por las mitocondrias aumenta
considerablemente y a la vez el contenido interno en enzimas relacionadas con ruta de los
acidos tricarboxilicos y los complejos respiratorios. Esto hace que se incrementen los niveles
de hierro total dentro de la mitocondria, puesto que muchas de estas enzimas requieren
hierro en forma de complejos Fe/S y grupos hemo (Philpott et al., 2012). No obstante, se ha
observado que la concentracion mitocondrial de hierro no cambia de células fermentativas a
respiratorias, sino que lo que se produce es un incremento proporcional del hierro total
acompafiado del aumento de tamafio de la mitocondria y un cambio en la distribucion de las
formas en las que el hierro esta presente (Garber Morales et al., 2010). Asi, mientras que en
células respiratorias gran parte del hierro se usa para sintetizar los complejos Fe/S y grupos
hemo de las proteinas, las células fermentativas tienen niveles menores de estas proteinas
pero en cambio mucha mayor cantidad de Fe’* no heminico de alto spin (asociado
principalmente a complejos de bajo peso molecular y en menor medida a proteinas), de Fe**
mononuclear y Fe*" precipitado como nanoparticulas, pudiendo servir de reservorio para
sintetizar los complejos Fe/S y grupos hemo esenciales. EI mayor contenido en hierro total
para sintetizar los cofactores necesarios para la respiracién se consigue expresando algunos
transportadores de hierro de alta afinidad de una manera mediada tanto por la quinasa
dependiente de glucosa del complejo Snf1-Snf4 como por Aftl (Haurie et al., 2003).

Muy probablemente, la homeostasis de aminodcidos también se ve afectada por la deficiencia
de hierro, ya que la biosintesis de varios aminoacidos depende de proteinas que contienen
complejos Fe/S (Lill y Mihlenhoff, 2008). Sin embargo, Shakoury-Elizeh y colaboradores (2010)
demostraron mediante analisis metabdlicos que células deficientes en hierro tienen niveles de
aminodcidos similares o mayores que células en condiciones normales de hierro, a excepcion
de una ligera reduccion de glutamato. Tan solo después de un ayuno de hierro prolongado se
detectd una deficiencia severa en lisina. Es mas, este grupo observd que muchos genes
relacionados con la biosintesis y el transporte de aminodcidos se inducen en deficiencia de
hierro, pese a que dicha biosintesis tiene, en la mayoria de casos, algun paso dependiente de
hierro. El hecho de que se mantengan unos niveles adecuados de aminodcidos a pesar de la
falta de hierro y, por consiguiente, de un probable defecto en la sintesis de los mismos es
atribuible a la robustez de los mecanismos homeostaticos de la levadura (Philpott et al., 2012).
Concretamente, la ruta GAAC, que posiblemente se active en estas condiciones, reduciria la
tasa general de sintesis de proteinas y estimularia sistemas de sintesis de aminodcidos a través
de Gcn4. Adicionalmente, la activacion de la autofagia también contribuiria al mantenimiento
de los niveles de aminodcidos.

En el reguldn de Aftl hay un gen denominado TIS11 o CTH2 (en la tesis se hara referencia a él
como TIS11) que se ve fuertemente inducido bajo deficiencia de hierro y cuyo producto es
responsable de la represion especifica de mRNAs de proteinas relacionadas con la utilizacion
de hierro (Puig et al., 2005). Tis11 y su pardloga Cthl son proteinas de unién a mRNA que
reconocen elementos ricos en AU (adeninas y uracilos) en la regién no traducida 3’ de mRNAs
especificos y promueven su degradacién, permitiendo a la célula reprogramar el metabolismo
dependiente de hierro y el almacenamiento del metal (por ejemplo induciendo la degradacion
de CCC1). Buena parte de la modulacién de la homeostasis de hierro a nivel postranscripcional
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se da a través de estas dos proteinas, especialmente Tis11, ya que Cth1 parece expresarse solo
de manera transitoria en fases tempranas de la privacion de hierro para desestabilizar
preferentemente mRNAs de proteinas mitocondriales involucradas en la respiracion o la
sintesis de aminoacidos (Puig et al., 2008).

5.2. Percepcion de los niveles de hierro intracelulares: complejos Fe/S

Los complejos Fe/S son cofactores proteicos con un origen ancestral (Imlay, 2006) y se
encuentran abundantemente en las células eucariotas cumpliendo funciones fundamentales
en reacciones de transferencia de electrones, en procesos cataliticos y regulatorios y en el
almacenamiento de Fe y S (Beinert et al., 1997; Johnson et al., 2005). Las formas mas simples y

2+/3 2-
3"y sulfuro S7,

comunes de estos complejos son [2Fe-2S] y [4Fe-4S], que contienen Fe
aunque también existen como [3Fe-4S] y otras formas mas complejas (Stehling y Lill, 2013).
Normalmente, los complejos Fe/S se asocian a las proteinas a través de la coordinacion del
hierro por parte del azufre de residuos de cisteina o del nitrégeno de residuos de histidina,
aunque excepcionalmente también se pueden insertar a través de otros aminodcidos o
cofactores como la S-adenosil metionina (Lanz y Booker, 2012). La mitocondria es esencial para
la generacidn de complejos Fe/S (Lill y Kispall, 2000). Tal y como revisan Stehling y Lill (2013), el
proceso de sintesis de estos complejos requiere decenas de proteinas y es iniciado por la
maquinaria de ensamblaje de complejos Fe/S mitocondriales (ISC, mitochondiral Iron-Sulphur
Cluster). La maquinaria de ensamblaje ISC es responsable de la maduracion de todas las
proteinas mitocondriales asociadas a complejos Fe/S y, ademas, el nicleo de dicha maquinaria
es requerido también para la biosintesis de las proteinas Fe/S citosdlicas y nucleares debido a
que produce un compuesto intermediario con azufre, todavia no caracterizado
completamente, que es exportado al citosol por el transportador ABC Atm1 de la membrana
mitocondrial interna. En el citosol, la maquinaria de ensamblaje de proteinas Fe/S citosdlicas
(CIA, Cytosolic Iron-Sulphur protein Assembly machinery) usa dicho precursor para madurar e
insertar los complejos Fe/S en proteinas citosdlicas y nucleares especificas. Las proteinas Fe/S
mitocondriales participan en procesos como el ciclo de los acidos tricarboxilicos (p.ej.
aconitasa), la cadena transportadora de electrones (p.ej. complejos respiratorios I-lll), la
oxidacion de acidos grasos y la biosintesis de acido lipoico y biotina. En el citosol se sintetizan
las proteinas Fe/S que intervienen en la biosintesis de aminodcidos (p.ej. isopropilmalato
isomerasa), en la modificacion de tRNA y en la traduccién y su regulacién (p.ej. Rlil1). Por
Ultimo, las proteinas Fe/S nucleares participan en la replicacion del DNA (p.ej. DNA
polimerasas, helicasas y primasas), en la reparacidn del mismo y en la regulacion de la longitud
de los telémeros.

El ensamblaje de complejos Fe/S mitocondriales por el ndcleo de la maquinaria ISC y su
transporte al citosol por Atm1 son esenciales para la sefalizacion que regula el factor de
transcripcién Aftl en levadura (Chen et al., 2004b; Rutherford et al., 2005; Lill et al., 2014).
Aftl se mueve entre el nucleo y el citosol en respuesta a los niveles de hierro (Yamaguchi-lwai
et al., 2002), siendo transportado al nucleo por la carioferina Psel independientemente del
hierro presente (Ueta et al., 2003) y expulsado de éste por el transportador Msn5 bajo altos
niveles del metal (Ueta et al., 2007). Como consecuencia, Aftl queda retenido en el nicleo
cuando hay deficiencia de hierro. No obstante, la expulsidon de Aftl del nucleo mediada por
Msn5 no es necesaria para inhibir la actividad de Aftl (Ueta et al., 2012). En cambio, las
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monotiol glutaredoxinas paralogas Grx3 y Grx4 (Grx3-4) (Ojeda et al., 2006) y las proteinas
Fraly Fra2 (Kumanovics et al., 2008) son responsables de la sefializacidon que indica el nivel de
hierro celular y, de hecho, la pérdida de funcién de cualquiera de estas proteinas (en el caso de
las glutaredoxinas especialmente en el doble mutante Agrx3Agrx4) conlleva la activacion de
Aftl independientemente de los niveles de hierro. Las Grx3-4 pueden formar homodimeros a
través de su unidén a un complejo [2Fe-2S], el cual hace de puente y resulta esencial tanto para
el trafico intracelular de hierro como para la transmision de la sefial de los niveles del metal.
Este complejo Fe/S estd coordinado por el residuo de cisteina del motivo CGFS del sitio activo
de las glutaredoxinas y por una molécula de glutatién reducido, siendo su ensamblaje en las
Grx3-4 independiente de la maquinaria CIA (Muhlenhoff et al., 2010). Mutaciones en la
cisteina del sitio activo de las Grx3-4 impiden la unién de los complejos Fe/S vy, en
consecuencia, la levadura pierde la capacidad de regular Aftl (Muhlenhoff et al., 2010). Por lo
tanto, el complejo Fe/S con las Grx3-4 funciona como un sensor de hierro para el factor de
transcripcién Aftl y explica cémo el niucleo de la maquinaria de ensamblaje ISC y Atm1l
participan en la regulaciéon de la homeostasis celular de hierro (Ueta et al., 2012; Lill et al.,
2012). Los complejos [2Fe-2S] puente permiten la formacion de heterodimeros entre las Grx3-
4 y la proteina Fra2, en los que un residuo de histidina de Fra2 resulta fundamental para la
estabilizacion del complejo Fe/S y la regulacidn adecuada de Aftl (Li et al., 2009a; 2011a). El
papel de Fral no estd claro, si bien se ha observado que podria formar complejos con Fra2,
que a su vez se une a Grx3-4 (Kumanovics et al., 2008). Ademas de unirse con Fra2, las Grx3-4
pueden interaccionar con Aftl (también con Aft2) en un modo dependiente de complejos
Fe/S, provocando asi la disociacion del factor de transcripcidn de sus promotores diana (Ojeda
et al., 2006; Hoffmann et al., 2011; Ueta et al., 2012; Figura 1.13). Entonces, Aftl oligomeriza
facilitando su expulsién al citosol por Msn5 (Dlouhy y Outten, 2013). Cuando hay bajos niveles
de hierro, se encuentran pocos complejos Fe/S disponibles para unirse al complejo Fra2/Grx3-
4, por lo que Aftl no se disocia y permanece sobre el DNA induciendo la transcripcién de su
reguldn.

En condiciones en las que hay elevados niveles de hierro, ademads de inhibir Aftl y Aft2, la
levadura activa el factor de transcripcion Yap5, que interviene en la detoxificacién por exceso
de hierro al inducir la transcripcién del gen CCC1, entre otros (Li et al., 2008; 2011b). Yap5,
cuya actividad transcripcional también depende del sistema ISC, une dos complejos [2Fe-2S]
en su dominio activador que le permiten percibir altos niveles de hierro (Rietzschel et al.,
2015).
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Figura 1.13. El papel de los complejos Fe/S en la regulacién de los factores de transcripciéon de respuesta a hierro
en S. cerevisiae. Parte superior: Los genes involucrados en la adquisicidn celular y distribucion intracelular de hierro
estan bajo el control de los factores de transcripcion Aftl y Aft2. Aftl se mueve entre el citosol y el nucleo de una
manera dependiente de hierro y funciona como un activador transcripcional bajo limitacion de hierro. Las monotiol
glutarredoxinas Grx3 y Grx4 interaccionan con Aft1-Aft2 y la proteina tipo BolA Fra2, lo que resulta en la disociacién
de Aft1-Aft2 de sus promotores diana (FeRE, Fe deficiency-Responsive Element) bajo condiciones de suficiencia de
hierro. El complejo Fe/s unido a Grx3-Grx4 es esencial para el proceso. El papel de Fral no estd claro. Parte inferior:
El regulador b-ZIP de respuesta a estrés Yap5 coordina la respuesta adaptativa a niveles elevados de hierro
induciendo CCC1, que codifica un transportador vacuolar de metales divalentes. Yap5 percibe los niveles tdxicos de
hierro a través de complejos Fe/S unidos a su dominio activador. Adaptado de Muhlenhoff et al. (2015).

5.3. Relacidn entre el hierro y el estrés oxidativo

En ausencia de estrés, las especies reactivas de oxigeno se producen de manera normal,
principalmente como subproductos del metabolismo aerdbico y de la fotosintesis, y son
rapidamente eliminadas por los sistemas de defensa antioxidante de la célula. El estrés
oxidativo surge cuando los mecanismos de supervivencia celulares son incapaces de
contrarrestar las ROS, teniendo lugar un desequilibrio entre su produccion y su metabolizacion
(Dawes, 2004).

Como se ha comentado anteriormente, un efecto comun en células afectadas por estrés
osmotico, salino o por altas temperaturas es la aparicion de estrés oxidativo debido a una
elevada produccién de ROS, moléculas que son altamente reactivas gracias a la presencia de
una capa de electrones de valencia desapareados y que tienen la capacidad de dafiar
proteinas, membranas y DNA. Las ROS mds importantes son el oxigeno singlete (*0,), el anién
superdxido (0;7), el peréxido de hidrégeno (H,0,) v el radical hidroxilo (OH®). La respiracién
mitocondrial es el principal proceso bioldgico que lleva a la generacidn del anién superdxido,
qgue ocurre como consecuencia de una fuga de electrones de los complejos | y Ill de la cadena
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de transporte de electrones. Los superdxidos, aunque pueden reaccionar directamente con
algunas proteinas, no son por si mismos radicales muy reactivos, pero dan lugar a otras ROS
que si lo son. La enzima superdxido dismutasa transforma el anién superéxido en perdxido de
hidrégeno, el cual también puede ser generado por otras oxidasas. El peréxido de hidrégeno
no posee carga y es capaz de atravesar con facilidad las membranas, pudiendo ejercer como
molécula de sefializacion de estrés en organismos como las plantas (Neill et al., 2002). Esta
molécula también es relativamente poco reactiva, pero tiene efectos deletéreos al convertirse
en el altamente reactivo radical hidroxilo a través de la reaccién de Fenton, que es catalizada
por iones metélicos, principalmente Fe®* y Cu® (Figura 1.14). La reaccién de Haber-Weiss genera
las formas reducidas de iones metalicos a partir de Fe** y Cu*" y 0,7, lo que permite que haya
Fe®* y Cu* disponible para dar lugar a la reaccion de Fenton. El radical hidroxilo reacciona
indiscriminadamente con azucares, aminoacidos, fosfolipidos, nucledtidos y dcidos orgdnicos y
puede participar en reacciones de transferencia de electrones e hidrégenos para generar otros
radicales, generalmente menos reactivos que el OH® (Dawes, 2004). Por otro lado, el anién
superdxido puede oxidar los complejos Fe/S de determinadas enzimas, lo que causa su pérdida
de funcién y la liberacién de hierro libre que podria participar en la reaccion de Fenton
exacerbando el estrés oxidativo (Flint et al., 1993; Keyer e Imlay, 1996; Srinivasan et al.; 2000).
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Figura 1.14. Especies reactivas de oxigeno y mecanismos de defensa en levadura. Las principales especies reactivas
de oxigeno incluyen el anién superédxido (O,7), el peréxido de hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH") y el
oxigeno singlete (10,). Se indican los sistemas de defensa enzimaticos (superdxido dismutasa, glutatidon reductasa,
glutation peroxidasa y catalasas), los cuales intervienen en la inactivacion de ROS, junto a los genes de levadura que
codifican las enzimas. También se muestra el ejemplo de la participacion de iones de Fe en las reacciones de Fenton
y Haber-Weiss y la formacién de OH’. Abreviaturas: GSH, glutatién reducido; GSSG, glutatién oxidado; nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato en su forma oxidada (NADP®) y reducida (NADPH+H"). Adaptado de Dawes (2004).
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Objetivos

La presente tesis doctoral se ha realizado con base en un convenio |+D+i entre la empresa

Fertinagro Nutrientes S.L. (Teruel) y el laboratorio del profesor doctor Ramdn Serrano Salom.

Considerando la necesidad de la empresa de demostrar los posibles efectos protectores frente

a estrés abidtico de varios bioestimulantes presentes en sus fertilizantes y de conocer sus

mecanismos de accidn, se establecieron los siguientes objetivos:

1.

Estudio sistematico del efecto de los bioestimulantes sobre el crecimiento de la
levadura control (silvestre), teniendo en cuenta la velocidad de crecimiento en la fase
exponencial y el rendimiento de los cultivos tras la diauxia (fase estacionaria). Ello
permitira identificar los bioestimulantes que aumenten el vigor de la levadura, que no
tengan efectos apreciables o que tengan efectos tdxicos sobre este organismo.

Estudio del efecto de los bioestimulantes sobre la tolerancia a diversos estreses
abidticos: calor, estrés hidrico u osmético, estrés salino y estrés oxidativo. Los dos
bioestimulantes con mas efectos positivos pasaran a la siguiente fase de estudio.

Determinar el efecto de los bioestimulantes seleccionados en la fase anterior sobre la
expresion global de genes empleando micromatrices de DNA.

Analizar el efecto de los bioestimulantes seleccionados sobre cepas de levadura
mutadas en determinadas rutas que puedan proporcionar informacién sobre su
mecanismo de accidn.

Integracion de resultados obtenidos para llegar a un modelo sobre el mecanismo de
accion de los distintos bioestimulantes.
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Materiales y métodos

1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae, plasmidos y medios de cultivo

En la tabla M.1 se muestran las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Tabla M.1. Cepas de S. cerevisiae utilizados en este trabajo.

Cepa Genotipo relevante Referencia

BY4741 (silvestre) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 EUROSCARF

Aaftl BY4741 Aaftl::KanMX4 EUROSCARF

Afet3 BY4741 Afet3::KanMX4 EUROSCARF

MCM6 BY4741 YEp352 [AFT1::URA3] Este trabajo

Agcn2 BY4741 Agcn2::KanMX4 EUROSCARF

GCN2° BY4741 GCN2°-M719V-E1537G Menacho-Marquez et al., 2007
Agcn4 BY4741 Agcn4::KanMX4 EUROSCARF

Ator1 BY4741 Ator1::KanMX4 EUROSCARF

Aegol BY4741 Aegol::KanMX4 EUROSCARF

Aego3 BY4741 Aego3::KanMX4 EUROSCARF

Agtrl BY4741 Agtrl::KanMX4 EUROSCARF

Agtr2 BY4741 Agtr2::KanMX4 EUROSCARF

Asch9 BY4741 Asch9::loxP-Kan-loxP Pascual-Ahuir y Proft, 2007
MCM1 BY4741 pRS426 [GFP-AFT1::URA3] Este trabajo

MCM2 BY4741 Agcn2::KanMX4 pRS426 [GFP-AFT1::URA3] Este trabajo

MCM3 BY4741 GCN2°-M719V-E1537G pRS426 [GFP-AFT1::URA3] Este trabajo

MATa ura3-52 leu2-3,-112 trp1-A63 Asui2 Ap919 [SUI2, URA3]
PRS-65 [pRS414 SUI2-TRP1]

MATa ura3-52 leu2-3,-112 trp1-A63 Asui2 Ap919 [SUI2, URA3]

SUI2 (silvestre) Hueso et al., 2012

SUI2-S51A PRS-67 [pRS414 SUI2 S51A-TRP1] Hueso et al., 2012

$288C (silvestre) MATo Mortimer y Johnston, 1986

YPH499 (silvestre) MATa ura3-52 lys2-801 (ambar) ade2-101 (ocre) trp1-A63 his3- Yun et al,, 2000a
A200 leu2-A1

YPH499 Afet3 YPH499 Afet3::TRP1 Yun et al., 2000a

YPH499 Aarnl-4 YPH499 Aarn1::HISG Aarn2::HISG Aarn3::HISG Aarn4::HISG Yun et al., 2000a

YPHA99 Afet3Aarni-4 YPH499 Afet3::TRP1 Aarnl::HISG Aarn2::HISG Aarn3::HISG Yun et al,, 2000a
Aarn4::HISG

Para generar el mutante de sobreexpresién de AFT1 (cepa MCM®6), un fragmento Xbal con la
ORF del gen AFT1 bajo el control de su propio promotor se subcloné en el sitio Xbal del
plasmido YEp352, con el cual se transformé la cepa BY4741. Previamente, la ORF de AFT1 con
su promotor se amplificé a partir de DNA gendmico de la cepa BY4741 mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se wusaron los cebadores AFT1for
(GCTCTAGAGCGCCAAGTAGATGAGTCGTGAAGAG) y AFT1rev
(GCTCTAGAGCAGCCTAATCTACCGGCAAAAG) los cuales contienen sitios de corte especificos
para la enzima Xbal y amplifican una secuencia de aproximadamente 3 kb (600 pb aguas arriba
del coddn de iniciacion del gen y 274 pb aguas abajo del coddn de terminacién).

El plasmido pRS426, que contenia una construccidn con el gen del factor de transcripcion AFT1
marcado en su extremo amino terminal con GFP y bajo el control de su propio promotor (Crisp
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et al., 2003), fue utilizado para transformar las cepas BY4741, Agcn2 y GCN2° obteniendo las
cepas MCM1, MCM2 y MCM3, respectivamente. Las caracteristicas y la procedencia de los
pldsmidos empleados en esta tesis se muestran en la tabla M.2.

Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas Procedencia
pRS426 2, AmpR, URA3, GFP-AFT1  Crisp et al., 2003
YEp352 21, AmpR, URA3, AFT1 Este trabajo

En condiciones habituales de trabajo, los cultivos de levadura fueron incubados a 28 2C en
agitacién (200 rpm) en los medios descritos mas abajo (Sherman, 2002). Para el
almacenamiento a largo plazo, la levadura se mantuvo a -80 2C en viales con una solucion de
glicerol al 15 %. Para su uso rutinario se conservé a 4 2C en placas de medio sélido. Para medir
la absorbancia a 660 nm de los cultivos se utilizé un espectrofotémetro SP8001 (Dinko).

Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)

Se trata de un medio rico en nutrientes preparado a partir de 1 % de extracto de levadura, 2 %
de peptona bacteriolégicay 2 % de glucosa.

Medio SD (Synthetic Dextrose)

Este medio minimo sintético se prepard disolviendo 0,67 % de Yeast Nitrogen Base (YNB) sin
aminodcidos, 2 % de glucosa y 50 mM de MES (acido 2-morfolinoetanosulfénico) llevado a pH
6,0 con Tris Base. De acuerdo con las necesidades de cada cepa, se suplementé el medio con
los aminoacidos y las bases puricas y pirimidinicas requeridas (30 ug/ml adenina, 100 pg/ml
triptéfano, 100 pg/ml lisina, 30 pg/ml histidina, 100 pg/ml leucina, 100 pg/ml metionina, 30
ug/ml uracilo). Para la preparacion de medios sélidos se afiadié un 2% de agar. Para la
obtencién de medio SD pobre en hierro se afiadié el quelante de hierro extracelular BPS
(batofenantrolina disulfonato) en las concentraciones indicadas y, adicionalmente en los casos
en que se especifica, se sustituyé el YNB por YNB sin hierro. Para la preparacion de medio
minimo con galactosa (SGal), se sustituyd la glucosa por galactosa.

48



Materiales y métodos

2. Bioestimulantes

La empresa Fertinagro Nutrientes S.L., a través del Dr. Miguel Angel Naranjo Olivero,
proporcioné al laboratorio del profesor Ramén Serrano soluciones concentradas de los
bioestimulantes que se citan a continuacion (se incluye el fosfito en esta denominacién pese a
que estrictamente no es considerado un bioestimulante) y con los que se suplementé el medio
de crecimiento de la levadura:

- Fosfito 30-20 (referido en esta tesis como Fosfito).
- Fulvato potasico

- Amino22

- Vinacillas

- Extracto de algas

- Acido humico

La empresa mantuvo la confidencialidad sobre los detalles de la composicién de los
bioestimulantes, si bien informd que su nomenclatura esta asociada a la naturaleza quimica de
los mismos, a excepcidn del Vinacillas cuya composicion nos es desconocida completamente.
Cabe destacar que el Fosfito 30-20 es una mezcla de fosfito (30 % p/p) y potasio (20 % p/p).
Asimismo, el Amino22 es un hidrolizado de proteinas obtenido por hidrdlisis quimica.

3. Analisis del crecimiento y de la tolerancia a estrés
3.1. Ensayo de crecimiento en medio liquido

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en medio liquido se evalué monitorizando
el crecimiento de los cultivos en placas multipocillo mediante un analizador Bioscreen C (Oy
Growth Curves Ab Ltd.). Cada pocillo se rellené con 350 ul de medio inoculado y se tomaron
lecturas de densidad dptica cada 30 min durante las 96 h de duraciéon de cada experimento
con un filtro de banda ancha (420-580 nm) para reducir la contribucion del medio a las
lecturas. En todos los casos se partié de cultivos saturados diluidos hasta una absorbancia a
660 nm tedrica inicial de 0,02 unidades. Las placas se mantuvieron a 28 °C durante la
incubacién y se agitaron a maxima intensidad durante 60 s antes de cada lectura. Cada cultivo
se crecid por triplicado para reducir en lo posible los errores de carga, se elimind el valor de
densidad 6ptica (DO) dado por el medio de cultivo y las medias de los datos de las 3 réplicas
técnicas de cada condicién fueron corregidas para obviar la pérdida de linealidad de las
densidades Opticas con altas densidades celulares utilizando la férmula publicada por
Warringer y Blomberg (2003): DOcorregida = DOmedida + 0,449*(DOpnegida)” + 0,191*(DOrmegiva)’. Se
analizaron dos parametros a partir de las curvas de crecimiento de los cultivos obtenidas
después de realizar el tratamiento de los datos: la tasa (o velocidad) de crecimiento y el
rendimiento de los cultivos en la fase estacionaria. El rendimiento de los cultivos se obtuvo a
partir del valor moda de las densidades dpticas corregidas en la fase estacionaria. Para
determinar la tasa de crecimiento, se representaron las curvas de crecimiento en escala
semilogaritmica transformando los datos de densidad dptica corregida a log;, (Log DO vs t). Se
realizé un ajuste lineal fiable (R? préximo a 1) de los datos de la fase exponencial de las curvas
en escala semilogaritmica, calculando la pendiente de la recta obtenida y dividiendo su valor
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por logyee. El resultado de esta divisién corresponde al valor de la tasa de crecimiento (4 en
h™).

3.2. Ensayo de crecimiento en medio sélido

Se obtuvieron diluciones seriadas de cultivos liquidos saturados de las distintas cepas de
levadura y fueron transferidas (3 pul de cada dilucién) con la ayuda de un replicador (Sigma-
Aldrich) a placas de medio sélido con las condiciones a estudiar. Las placas fueron incubadas
durante 4 dias a 28°C.

3.3. Ensayos de supervivencia a estrés oxidativo y a choque térmico

3.3.1.Estrés oxidativo

Para determinar la posible tolerancia a estrés oxidativo conferida por los bioestimulantes se
llevaron a cabo ensayos de supervivencia a peréxido de hidrégeno, un oxidante que induce
muerte celular cuando se encuentra en altas concentraciones (Hoeberichts et al., 2010).
Cultivos saturados se diluyeron hasta una Absgs, (Absorbancia a 660 nandmetros) de 0,1
unidades en 2 ml de medio SD liquido y se incubaron en tubos de cristal de 15 ml en ausencia
(control) o presencia de los distintos aditivos hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento
(Absggo = 0,4). Seguidamente se afiadié H,0, en las concentraciones indicadas y se dejaron
incubar los cultivos durante 30 min. Se tomaron alicuotas de 5 pl en el tiempo 0y a los 30 min
de incubacién con H,0, para determinar la tolerancia mediante recuento celular de viables.
Para realizar el recuento celular, las alicuotas se diluyeron 2000 veces en H,0 milliQ estéril y se
extendieron 200 P en placas de medio YPD sdlido. La supervivencia de cada cultivo se calculd
como el porcentaje de las unidades formadoras de colonias supervivientes a los 30 min
respecto al nimero de colonias en el tiempo 0.

3.3.2.Choque térmico

Cultivos saturados se diluyeron hasta una Absgg, de 0,1 unidades en 10 ml de medio SD liquido
y dejaron crecer en matraces de vidrio de 50 ml en ausencia o presencia de los distintos
aditivos hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (Absgs, = 0,4). Los matraces se
introdujeron en un bafio de calor a 44 °C durante 30 min, tomando alicuotas de 5 plalosOy a
los 30 min. El recuento celular de viables se realizd de la misma forma que en la apartado
3.3.1.

4. Ensayo de degradacion de perdxido de hidrégeno

El perdxido de hidrégeno presente en una muestra se puede detectar y medir mediante un
ensayo fluorimétrico basado en la oxidacién (dependiente de perdxido de hidrégeno) del acido
homovanilico por la peroxidasa de rdbano, lo que da lugar al acido 2,2’-dihidroxi-3,3’-
dimethoxibifenil-5,5-diacético (Wang et al., 1995). Este compuesto es un dimero fluorescente
gue puede ser excitado a 315 nm y que posee su maximo de emision a 425 nm.

Para averiguar si determinados bioestimulantes son capaces de degradar H,0,, se prepararon
muestras con medio SD y los bioestimulantes a ensayar a su concentracidon adecuada de uso y
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se anadié 2 mM de H,0,. Como muestra control se utiliz6 medio SD con 2 mM de H,0,. Para
determinar la concentracién precisa de H,0, de cada muestra se construyé una recta de
calibrado utilizando patrones de H,0, de 0, 0,5, 1, 1,5, 2 y 3 mM. Se prepararon dos
soluciones: solucién A (tampdn Hepes 50 mM ajustado a pH 7,6, acido homovalinico 5 mM vy
perdxidasa de rabano 2,5 U/ml) y solucidon B (solucidon A sin peroxidasa). Para realizar las
medidas se utilizé el espectrofotometro de luminiscencia (Perkin Elmer LS50B) y la cubeta de
vidrio (Hélma 101-QS de 10 mm). En la cubeta se depositaron 200 ul de muestra y 2,8 ml de
solucion A y se midié la fluorescencia (Valor A). Para cada muestra se llevd un control con la
solucidon B (Valor B). Se realizaron dos controles mas, a partir de la fluorescencia de la solucidn
A y B sin muestra (a los que se llamé Valores C y D, respectivamente). El valor final de
fluorescencia se calculd con la siguiente férmula: Valor fluorescencia = (Valor A — Valor C) —
(Valor B — Valor D). Todas las muestras y sus controles se midieron a los 0y a los 60 min.

5. Purificacion y manipulacidn de acidos nucleicos
5.1. Aislamiento de DNA plasmidico en E. coli

Para el aislamiento de DNA plasmidico de E. coli se empled el método descrito por Holmes y
Quigley (1981). Las células de 2 ml de cultivo crecidas en medio LB con el antibidtico selectivo
se recogieron por centrifugacién y se resuspendieron en 0,5 ml de STET (10% sacarosa, 50 mM
Tris-HCl pH 8, 50 mM EDTA y 1% Triton X-100), se afiadié 5 ul de lisozima 5% y se calenté a
95°C durante 2 min para lisar las células. A continuacidn, se centrifugd a 12800 rpm durante 15
min y se elimind el sedimento (restos celulares y DNA cromosémico). Al sobrenadante se le
agregd 1 volumen (= 400 pl) de isopropanol y se dejé precipitar a -20°C durante 15 min.
Transcurrido ese tiempo, se centrifugd a 12800 rpm durante 15 min y se resuspendio el
precipitado en 200 ul de agua estéril, tras lo que se afiadié 700 ul de etanol absoluto:acetato
de amonio 7,5 M (6:1) y se dejé a -20°C durante 20 min. A continuacion, se centrifugé a 12800
rom durante 15 min y se lavd el precipitado con etanol 70%. Finalmente el precipitado se
resuspendio en 40 ul de agua estéril.

5.2. Aislamiento de DNA gendmico de Saccharomyces cerevisiae

Para la preparacién de DNA gendmico de S. cerevisiae se empled el método basado en la
publicacion de Winston y colaboradores (1983). Se partié de un cultivo de 10 ml crecido hasta
la fase exponencial (Absggo = 2-3) en medio YPD. Las células se concentraron por centrifugacion
y se resuspendieron en 1 ml de tampdn SoE (0,9 M sorbitol y 0,1 M EDTA, pH 8), tras lo cual se
volvieron a centrifugar y resuspender en 300 pl de SoE. En este punto se tomd una alicuota de
5 ul que se diluyé en 1 ml de tampén TCES (0,2 M Tris-HCl pH 8, 0,2 M NaCl, 50 mM EDTAy 2 %
SDS) para medir la Absgg inicial de antes de hacer protoplastos. Se afadié 20 ul de DTT
(ditiotreitol) 0,5 M y 25 ul de Zymolyase 20 T (AMSBIO) al 1 % en SoE y se incub6 30 min a 37
9C. Tras ello se tomé otra alicuota de 5 pl para medir de nuevo la Absgs, Yy comprobar que ésta
habia caido hasta a menos del 10 % del valor inicial. Para lisar los protoplastos, se aifadié 0,9
ml de TCES y 10 pl de proteinasa K al 2 %. Se mezclé por inversidn y se dejé incubar 30 min a
65 2C. A continuacién se separé cada muestra en dos microtubos (= 0,6 ml en cada uno) y se
traté con 0,6 ml de PCI (fenol neutralizado:cloroformo:alcohol isoamilico; 25:24:1), se mezcld
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bien y se centrifugd durante 5 min a 12800 rpm para separar las fases y acumular en la
interfase proteinas desnaturalizadas y polisacaridos insolubles residuales de las paredes
celulares. Se tomd la fase superior (= 0,5 ml), se afiadié 10 pl de RNAsa A al 1 % y se dejé
incubar 30 min a 37 2C para degradar el RNA de la levadura. El DNA gendmico se precipitd
afiadiendo 1 ml de etanol:acetato amédnico 7,5M (6:1) y manteniéndose 10 min a -20 9C, tras lo
cual se centrifugd durante 5 min a 12800 rpm. El DNA se lavé dos veces con etanol 70 % y
después de dejarse secar al aire se resuspendid en 25 ul de agua estéril.

5.3. Electroforesis de DNA

Para comprobar la integridad y concentracion del DNA plasmidico y gendmico extraido se
emplearon geles de agarosa 0,7 % fundida en tampdn de electroforesis TBE 0,5X (45 mM
TrisBase, 45 mM 4cido bérico y 1 mM EDTA). Tanto el tampdn de electroforesis como el gel se
prepararon con 0,05 % de bromuro de etidio. La visualizacién del DNA se realizé iluminando el
gel con luz ultravioleta a 254 nm de longitud de onda. Como tampdn de carga se utilizd
tampdn 6X azul (40% sacarosa, 0,1 M EDTA y 0,25% azul de bromofenol). Como marcadores de
tamafio y peso molecular se utilizaron los patrones comerciales 1Kb y A/HindlIl de Invitrogen.
Para la purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa, se empled el kit
GENECLEAN turbo kit (MP Biomedicals).

5.4. Aislamiento de RNA de S. cerevisiae

Se aislé RNA de células de levadura crecidas en 10 ml de medio SD hasta la mitad de la fase
exponencial de crecimiento (Absgg, = 0,4) empleando un método basado en el descrito por Li
et al. (2009b). Las células del cultivo se concentraron por centrifugacidn en frio (4 2C) durante
5 min a 2500 rpm y se resuspendieron en 1 ml de agua estéril. Cada muestra se dividié en dos
microtubos (500 pl en cada uno) y se volvié a centrifugar a 4 2C durante 2 min a 12800 rpm.
Las células se resuspendieron en 400 ul de RNA isolation buffer (5 % SDS, 10 mM EDTA y 50
mM Tris-HCl pH 6), tras lo cual se incubaron durante 5 min a 65 2C. Seguidamente, los
microtubos se colocaron en hielo y se afiadié 200 pl de KCI 0,3 M (pH 6,0). Después se
centrifugaron a 4 2C durante 5 min y a 12800 rpm. El sobrenadante se pasdé a un nuevo
microtubo y se afiadié un volumen de PCl 4cido. Se centrifugd 5 min a 12000 rpm, se recogio la
fase superior y se afiadié 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M y 2,5 volimenes de etanol
absoluto. A continuacidn se dejaron las muestras un minimo de 10 min a -20 2C y después se
centrifugaron durante 10 min a 12800 rpm. Finalmente se lavd el RNA precipitado con 1 ml de
etanol 70 % vy, tras volver a centrifugar 5 min a 12800 rpm, se resuspendié el RNA en 100 pl de
agua estéril. Posteriormente, el RNA se purificé mediante un kit NucleoSpin RNA (Macherey-
Nagel) que permite su unién a una membrana porosa de silica gel, un tratamiento con DNAsa y
su posterior elucion. La integridad del RNA se comprobd mediante geles no desnaturalizantes y
para conocer su concentracion se utilizé un espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop).

5.5. Electroforesis de RNA bajo condiciones no desnaturalizantes

Para comprobar la integridad del RNA extraido se emplearon geles de agarosa al 1 % fundida
en tampodn de electroforesis TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM 4cido acético y 1 mM EDTA) con
0,001 % de bromuro de etidio. Las muestras se prepararon con el tampdn de carga 1,25X (55 %
formamida, 20% formaldehido, 12,5 % MAE 10X, 8 % glicerol, 0,05 % azul de bromofenol y
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0,001 % de bromuro de etidio) y se calentaron a 56 °C durante 10 min antes de cargarlas en el
gel. El marcador 0,5 -10 kb RNA Ladder (Invitrogen) se traté como una muestra mas. Los geles
se corrieron 1-2 h a 50 V y la visualizacion del DNA se realizé iluminando el gel con luz
ultravioleta a 254 nm de longitud de onda.

5.6. Sintesis de cDNA

Se partié de 1 pg de RNA total previamente purificado y cuya integridad se hubo verificado
mediante electroforesis de la muestra. Se afiadié 4 ul de 5X Reaction Mix y 2 ul de Maxima
Enzyme Mix (Thermo Scientific) en un volumen total de 20 pl (en el mix estd incluido el
oligodT). La incubacién tuvo dos etapas: una primera de 10 min a 25°C y otra de 30 min a 50°C.
Finalmente la reaccidn se inactivo calentando a 85°C durante 5 min.

5.7. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Todos los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por la empresa Isogen Life
Science. La reaccién de PCR para la clonacion de AFT1 y su promotor se llevé a cabo en tubos
estériles, donde se afiadieron los siguientes reactivos:

e 200 ng DNA molde

e 20 pl tampdn Phusion HF 5X

e 8 uldNTPs 10 mM

e 5 ulcebador sentido 10 uM

e 5l cebador antisentido 10 uM

e 1 ul DNA polimerasa (Phusion) 1U /ul

¢ Volumen final de 100 pl con agua MilliQ estéril

Se utilizé la enzima Phusion High-Fidelity Polymerase (New England Biolabs) para una
amplificacion del DNA de alta fidelidad. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf) con el siguiente programa:

* 1 ciclo de desnaturalizacidn a 95 °C durante 5 min

e 30ciclos de:
0 desnaturalizacién: 30 s a 95°C
0 hibridacién de los cebadores: 30 s a una temperatura de anillamiento de 55 2C
0 extension: 1,5 mina 72 °C

¢ 1ciclo de extensién final a 72°C durante 5 min

5.8. Digestidon de DNA con endonucleasas de restriccidon

Esta técnica se empled para realizar el clonaje de AFT1. La digestién con enzimas de restriccion
del DNA plasmidico y del DNA amplificado mediante PCR se llevé a cabo en las condiciones de
reaccién recomendadas por el proveedor. Se empled de 1 a 5 U de enzima por cada
microgramo de DNA a digerir.
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5.9. Ligacién de moléculas de DNA

La ligacién de moléculas de DNA se llevd a cabo empleando 1 U de la enzima T4 DNA Ligase
(Invitrogen) por cada 10 pl de volumen de reaccién. Para la ligacién de fragmentos, se
utilizaron 100 ng de inserto manteniendo una relacion molar de 1:3 (vector:inserto). La
incubacién se realizé durante 1 h a 22 @C y 16 h a 16 2C. A continuacidn se transformé el
producto de la ligacion en células competentes de E. coli.

6. Técnicas de transferencia génica

6.1. Transformacion de E. coli
6.1.1. Obtencién de células competentes para transformacidn por choque térmico

Se afadié 400 pl de un cultivo saturado de E. coli (cepa DH5a) a 200 ml de medio SOB (2 %
triptona, 0,5 % extracto de levadura, 10 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM MgCl, y 10 mM MgSQO,) y
se incubd a temperatura ambiente hasta alcanzar una Absg, de 0,5-0,7. Se recogieron las
células por centrifugacién en frio a 5000 rpm durante 5 min, y se resuspendieron en 10 ml de
TB (Transformation Buffer) frio (0,48 % Pipes, 16 mM CaCl, 170 mM KCIl, 40 mM MnCl,,
ajustado a pH 6,7). Tras una incubacidon de 10 min en hielo, se realizé otra centrifugacion en
frio de 5 min a 5000 rpm. Finalmente, las células se resuspendieron en 10 ml de TB frio y se
agregaron 750 ul de dimetilsulféoxido (DMSQ). Tras incubar de nuevo 10 min en hielo, se
distribuyeron las células en alicuotas de 100 pl que se guardaron a -80 °C.

6.1.2. Transformacidn por choque térmico

Se afiadid 5 pl de plasmido, o mezcla de ligamiento, a una alicuota de 50 ul de células
competentes de E. coli y se colocé 30 min en hielo. Transcurrido ese tiempo se realizd un
choque térmico de 1,5 min a 42°C, e inmediatamente se colocé en hielo durante 5 min. A
continuacién, se agregaron 800 ul de medio LB (1 % triptona, 0,5 % extracto de levadura, 1 %
NaCl, ajustado a pH 7 con NaOH) y se incubd 1 h a 37°C en agitacidn. Finalmente, se repartio el
volumen de la transformacidn en varias placas de LB con ampicilina.

6.2. Transformacién de S. cerevisiae

6.2.1.0btencion de células competentes para transformacién por choque térmico

Tomando 100 pl de un cultivo saturado de células de la cepa a transformar de S. cerevisiae, se
inocularon 100 ml de medio YPD liquido y se incubaron durante la noche hasta alcanzar una
Absggo de entre 0,6-1 unidades. Las células se centrifugaron en dos tubos de 50 ml a 2500 rpm
durante 5 min, se lavaron con 5 ml de Li-TE (acetato de litio 100 mM, Tris 10 mM pH 7,5y
EDTA 0,4 mM) y se pasaron a un Unico tubo tras lo cual se volvieron a centrifugar en las
mismas condiciones. Las células se resuspendieron en 0,5 ml de Li-TE y se incubaron durante
30 min a 30 oC sin agitacion. Posteriormente se afiadié 50 pl de ssDNA 1 % (DNA de esperma
de salmén) y las células se repartieron en alicuotas de 50 pl. Parte de las alicuotas se utilizaron
inmediatamente para proceder a la transformacion de alta eficiencia (apartado 6.2.2) y el resto
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se conservaron a -80 2C afadiendo previamente 11,5 pl de glicerol 80 % por cada 50 ul de
células competentes.

6.2.2.Transformacién de células competentes de levadura por el método de alta
eficiencia

Se mezcld 50 ul de células competentes con entre 0,1 y 10 pg de pldsmido y 600 ul de solucidn
PEG-Li-TE (40% PEG-4000 en Li-TE 1X). Esta solucién se prepard inmediatamente antes de
realizar la transformacion. La mezcla se incubé 30 min a 30°C y posteriormente se sometio a
un choque térmico a 42°C durante 10 min. Se recogieron las células por centrifugacion (1 min,
12800 rpm), se resuspendieron en 100 pl de agua estéril y se extendieron sobre placas de
medio selectivo incubando éstas a 30°C hasta que se observaron colonias (aproximadamente
después de 3 dias de incubacion).

7. Andlisis de la expresion génica con micromatrices de DNA

7.1. Caracteristicas de las micromatrices empleadas

En este trabajo se han utilizado micromatrices de DNA provenientes del laboratorio del Dr.
Joaquin Arifio, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
Autonoma de Barcelona. Cada micromatriz contiene las secuencias completas de
aproximadamente el 85 % de las ORFs de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Posas et al.,
2000).

7.2. Preparacion de la sonda de RNA para la hibridacion

Cada experimento con micromatrices consté de 4 réplicas bioldgicas. Tras la extraccidén y
purificacion del RNA de células crecidas en ausencia (control) o en presencia de los
bioestimulantes hasta la fase exponencial (DOgs = 0,4) se llevd a cabo el marcaje del mismo
con fluoréforos. Se empled un método de marcaje indirecto, de modo que en primer lugar se
obtuvo aminoallyl-RNA (aa-RNA) y a continuacion se acoplaron los fluoréforos. Para ello se
utilizé el kit Amminoallyl MessageAmpll RNAA kit (Ambion).

7.2.1.Amplificacién del RNA y sintesis del aa-RNA

En primer lugar se sintetizé cDNA de doble cadena a partir del RNA purificado. Para la sintesis
de la primera hebra del cDNA, se tomaron 0,5 pug de RNA y se aiadidé 0,5 ul de cebador T7-
oligo-dT en un volumen total de 6 pl. Los tubos se incubaron a 70 2C durante 10 min en un
termociclador, calentado previamente a 42 2C. Se hizo una centrifugacion breve para recoger
cualquier posible condensado y se mantuvieron los tubos en hielo. Seguidamente, se afiadid a
cada muestra 1 pl de First Strand Buffer 10X, 0,5 ul de inhibidor de ribonucleasas, 2 ul de
dNTPs y 0,5 ul de transcriptasa reversa. Los tubos se incubaron durante 2 h a 42 2C en un
termociclador, se volvieron a centrifugar brevemente para recoger posibles condensados y se
dejaron en hielo. A continuacidn, se sintetizé la segunda hebra del cDNA. A cada muestra se le
afadieron 5 ul de Second Strand Buffer 10X, 2 pl de dNTPs, 1 ul de DNA polimesasa, 0,5 ul de
RNAsa H y 31,5 ul de H,0 libre de nucleasas y se incubdé 2 h a 16 2C en un termociclador.
Finalmente, el cDNA se purificd utilizando el kit DNA clear de Ambion. Tras la purificacion del
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cDNA, se realizd una transcripcion in vitro incorporando el nucleétido modificado 5-(3-
aminoallyl)-UTP (Ambion), obteniendo asi el aa-RNA. Para ello se afiadié a cada muestra de
cDNA (aproximadamente 7 pl) 1,5 ul de solucion aaUTP 50 mM, 6 ul de ATP, CTP, GTP mix 25
mM, 1,5 pl de solucién UTP 50 mM, 2 ul de Reaction Buffer 10Xy 2 ul de T7 enzyme mix. La
mezcla se incubd a 37 2C alrededor de 14 h. Finalmente, se ainadié 80 pl de H,O libre de
nucleasas hasta alcanzar un volumen final de aproximadamente 100 pl, se transfirié a un
nuevo tubo de 1,5 mly se efectud otra purificacion empleando el kit MegaClear de Ambion.

7.2.2.Acoplamiento con los fluoréforos

Una vez purificado el aa-RNA, se llevé a cabo la reaccidon de acoplamiento con los fluoréforos
Cy3 y Cy5 (N-hydroxyl succinimidal dyes) de GE Healthcare. En 2 de las 4 réplicas de cada
experimento, se empled el fluoréforo Cy3 para las muestras control y el Cy5 para las muestras
correspondientes a los tratamientos con bioestimulante. En las otras 2 réplicas se marcé de
forma contraria, para eliminar la variabilidad debida a la mayor o menor hibridacién de los
fluoréforos. Para realizar el marcaje, 7,5 ug de aa-RNA se desecaron en la centrifuga SpeedVac,
se disolvieron en 10 ul de Coupling Buffer y posteriormente se mezclaron con 18 pl del
fluoréforo apropiado disuelto en DMSO. La reaccidén de acoplamiento transcurrié durante 1 h a
temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion, el aa-RNA acoplado al fluoréforo se
purific6 usando de nuevo el kit MegaClear y se cuantificd la fluorescencia mediante el
espectrofotometro ND-1000. Finalmente, se mezclaron 30 pmol de cada aa-RNA (muestra de
tratamiento y muestra control) marcado con su correspondiente fluoréforo y se desecd en una
centrifuga de vacio SpeedVac hasta quedar un volumen de aproximadamente 5 pl.

7.3. Preparacion de las micromatrices para la hibridacion

Previamente a su uso, los cristales deben ser rehidratados, empleando vapor de agua a 60 2C
durante 5 s, y secandose en un termobloque a 65 2C durante otros 5 s. Este proceso se realizd
3 veces consecutivas. Tras la hidratacidn, el DNA de las micromatrices se fijé exponiendo los
cristales a 65 mj empleando el UV cross-linker (Stratagene). A continuacidn, los cristales se
lavaron dos veces con una solucién de 0,1 % SDS y cuatro veces con agua. Cada lavado duré 2
min. Finalmente, se introdujo el cristal en etanol absoluto durante 30 s, y se secd por
centrifugacién a 2000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente.

7.4. Prehibridacion e hibridacion de las micromatrices

Los cristales se prehibridaron 30-45 min a 42 2C con 50 ml de solucidn de prehibridacién (SSC
3X, 0,01 % BSA y 0,1 % SDS) en un tubo de 50 ml. Transcurrido ese tiempo, los cristales se
lavaron a temperatura ambiente, 2 veces con agua (lavados de 1 min cada uno) y una vez en
propanol (20 s), y se secaron por centrifugacién a 2000 rpm durante 5 min. Inmediatamente
después se realizd la hibridacién. Para ello cada micromatriz se cubrié con una cubierta 60x22
mm LifterSlip (Erie Scientific) y se utilizé una cdmara de hibridacién de micromatrices (Arraylt
Hybridization Cassete, TeleChem).

Al aa-RNA marcado (sonda) se le afadid la mezcla de hibridacion, que consta de 50 ul de
formamida desionizada, 30 pul de SSC 20X, 5 ul de SDS 10 % y 5 ul de solucién Denhardt’s 100X
(BSA 20 g/l, Ficoll®400 20 g/I, polivinilpirrolidona 20 g/l), una mezcla de polimeros de elevado
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peso molecular capaces de saturar los lugares de hibridacidén no especifica y asi aumentar
artificialmente la concentracion de sonda disponible. La mezcla de hibridacién se desnaturalizo
a 95 oC durante 5 min y se aplicd al cristal. Los cristales se incubaron a 37 2C en un bafio de
agua durante 16 h en la cdmara de hibridacidn.

7.5. Lavado y escaneado de las micromatrices

Finalizada la hibridacidn, los cristales se lavaron en agitacién del siguiente modo: el primer
lavado se realizé con SSC 1X y SDS 0,1 % a 30 2C (5 min), el segundo con SSC 0,2Xy SDS 0,1 % a
30 2C (5 min), el tercero y el cuarto con SSC 0,1X a 28 2C (2 min) y finalmente con SSC 0,01X
durante 2 min a 28 2C. Los cristales se secaron por centrifugacion a 2000 rpm durante 7 min a
temperatura ambiente.

Las micromatrices hibridadas se escanearon a 532 nm para el fluoréforo Cy3 y a 635 nm para
el fluoréforo Cy5, usando el escaner Genepix 4000B (Axon Molecular Devices) a una resolucion
de 10 um. Se ajusté manualmente la intensidad de sefial para cada canal, con el propdsito de
incrementar la diferencia entre el fondo y la sefial de cada punto, asi como para reducir el
numero de puntos saturados.

7.6. Preprocesamiento de los datos con Genepix

Mediante el programa GenePix 4.1 microarray-analysis (Axon Molecular Devices) se cuantifico
la intensidad de cada punto, se realizd una primera normalizacion de los datos (basada en que
el cociente rojo/verde sea igual a 1) y se analizaron las imagenes. Tras este analisis, los puntos
con manchas, saturados en ambos canales, o con una intensidad en alguno de los dos canales
menor del doble de la intensidad del fondo en ese canal, se eliminaron.

7.7. Procesamiento de los datos con Accuity y analisis estadistico

Mediante el programa Accuity, se realizé una nueva normalizacién de los datos mediante el
método LOWESS (Locally Weighted Scatter plot Smoother). Asimismo, se eliminaron aquellos
puntos que no estuviesen representados en al menos 3 de las 4 réplicas y se invirtid el cociente
en las 2 réplicas cuyo marcaje se realizd con los fluoréforos invertidos.

El analisis estadistico se realizd con el programa estadistico SAM (Significant Analysis of
Microarrays) (Tusher et al., 2000), que permite determinar aquellos genes cuyo nivel de
induccidn o represién es estadisticamente significativo (se considerd un error maximo del 12,6
% en el caso del Amino22 y del 9,8 % en el del Fulvato potasico). Como genes diferencialmente
expresados en el tratamiento con Amino22 se consideraron aquellos genes mas de 1,4 veces
inducidos o reprimidos respecto al control, mientras que en el caso del Fulvato potasico se
consideraron aquellos genes inducidos o reprimidos mas de 1,5 veces respecto al control.
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8. PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR)

A partir de cDNA obtenido como se ha explicado anteriormente, los experimentos de qRT-PCR
se llevaron a cabo en placas multipocillo (Applied Biosystems) afiadiendo los siguientes
componentes:

e 1uldecDNA

¢ 1 pulde cebador sentido 10 uM

e 1 plde cebador antisentido 10 uM

e 4 pul de Polimerasa 5X PyroTaq Evagreen gPCR Mix Plus (ROX) (Cultek Molecular
Bioline)

¢ Volumen final de 20 ul con agua MilliQ estéril

En la Tabla A.1 del Anexo | se muestran las secuencias de los oligonucleétidos empleados como
cebadores en las reacciones de gRT-PCR. Las reacciones se realizaron en un termociclador
7500 Fast Real-Time (Applied Biosystems) con el siguiente programa:

e 1 ciclo de desnaturalizacidn inicial a 95°C durante 5 min

* 40ciclos:
0 15 s de desnaturalizacion a 95°C
0 30sde hibridacion de los cebadores a 55°C
0 30sdeextensidna 72°C

* Ciclo final de desnaturalizacién-renaturalizacion

La especificidad de la amplificaciéon por PCR se comprobd mediante una curva de disociacion
(de 60°C a 95°C), ademas se calculd la eficiencia de la PCR y se utilizd6 UBC6 como el gen de
referencia (Teste et al.,, 2009). La abundancia relativa de mRNA fue calculada usando el
método comparative threshold cycle (Pfaffl, 2001).

9. Determinacion del contenido total en hierro

Se recogieron 150 ml de células crecidas hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento
(Absggo = 0,4) en medio SD y se lavaron dos veces con 50 mM Tris-HCI, pH 6,5, 10 mM EDTA.
Los pellets fueron digeridos con 1 ml de una mezcla de acido nitrico y acido perclérico en una
proporcién 5:2 a 80 2C durante 1 h (Li y Kaplan, 1998). Después de la digestion, las muestras se
diluyeron hasta un volumen de 4 ml con agua MilliQ, se filtraron y se analizé el Fe en solucidn
con un espectrofotémetro de absorcion atémica GBC SensAA (GBC Scientific Equipment Pty
Ltd). Las mediciones en el espectrofotometro de absorcién atdomica se realizaron con una
[dmpara de cdtodo hueco para hierro (SMI-LabHut Ltd.). Para determinar la concentracion
precisa de hierro en cada muestra se construyd una recta de calibrado utilizando patrones de
Fe,SO,de0,0,6,1, 1,5, 2 y5 pg/ml. Todas las muestras se midieron por triplicado.
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10. Localizacion subcelular de Aft1-GFP

La localizacién intracelular de Aftl se determind mediante microscopia de fluorescencia de la
proteina unida a GFP (Crisp et al., 2003; Kumanovics et al., 2008). Los cultivos de levadura
fueron crecidos durante toda la noche hasta alcanzar la fase estacionaria en medio SD con bajo
hierro (20 uM BPS) y se colocaron en un portaobjetos para microscopia. La microscopia de
fluorescencia se realizo utilizando un microscopio Leica DM5000 B (Leica Microsystems) con un
filtro de GFP. Las imagenes se procesaron usando el software NIS elements F (Nikon).
Posteriormente se cuantificd el nimero de células con localizaciéon nuclear de Aft1-GFP. Se
realizaron dos experimentos independientes y, en cada experimento, se examinaron 7 campos
por condicidn, tras lo que se determind el porcentaje de células con fluorescencia nuclear. Se
contaron mds de 200 células por condicidn.

11. Andlisis estadisticos

A menos que se especifique lo contrario, los resultados expuestos en esta tesis corresponden a
un minimo de tres experimentos independientes (o repeticiones bioldgicas) y las barras de
error representan el error estandar. Para determinar las diferencias significativas en los
resultados de los diferentes ensayos realizados se llevaron a cabo pruebas estadisticas
mediante el software de analisis de datos Statgraphics Centurion. En aquellos experimentos en
los que se comparan Unicamente dos grupos de datos se utilizd la prueba estadistica t de
Student para datos independientes. Para comparar varios tratamientos (o mutantes) frente al
mismo control (o cepa silvestre) se realizé un test ANOVA de un solo factor y se aplicd el
procedimiento LSD de Fisher en la prueba de rango multiple. Para realizar comparaciones
multiples entre varios tratamientos y respecto a su control se realizé un test ANOVA de un solo
factor aplicando en la prueba de rango multiple el procedimiento HSD de Tukey.
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1. Evaluacion preliminar del crecimiento de la levadura en presencia de los
bioestimulantes y establecimiento de las condiciones ideales de estudio

La empresa Fertinagro Nutrientes S.L. proporcioné a nuestro laboratorio soluciones
concentradas de 6 bioestimulantes de fertilizantes para el estudio de sus efectos sobre el
crecimiento y la tolerancia a estrés abidtico, manteniendo la confidencialidad sobre la
composicion quimica de los mismos. No obstante, como orientacién, se nos aconsejd
emplearlos en torno a una dilucion 1:1000. En los primeros analisis de crecimiento de la
levadura, los bioestimulantes se afadieron a medio de cultivo rico YPD. Asimismo, se decidié
estudiar el crecimiento bajo condiciones de estrés abidtico empleando NaCl, para el estrés
salino, y sorbitol, para el estrés osmatico, afiadiendo diferentes concentraciones de ambos
compuestos al medio de cultivo con el objetivo de seleccionar aquellas que evidenciasen con
mayor claridad los efectos de los bioestimulantes.

La cepa de levadura de referencia en esta tesis es la BY4741, empleada en la mayoria de
experimentos como levadura control. Se trata de una cepa robusta y de crecimiento
relativamente rdpido. Los pardametros de crecimiento valorados son la velocidad de
crecimiento durante la fase exponencial y el rendimiento de los cultivos en la fase estacionaria
tras la diauxia, los cuales se obtuvieron mediante el analizador Bioscreen C. La segunda fase de
crecimiento de la levadura no se puede monitorizar mediante este analizador, ya que al llegar
a este punto, las células de levadura forman agregados en los pocillos de las placas empleadas
e impiden que el cultivo siga creciendo normalmente y, por tanto, que se pueda continuar
registrando de manera correcta su crecimiento. Asi pues, se considerd que el rendimiento final
de los cultivos en la fase estacionaria coincide con la densidad dptica en el rango 420-580 nm
alcanzada después de 96 horas de cultivo. La fase lag o de latencia, que se corresponde con el
tiempo de retraso en comenzar el crecimiento, no se tuvo en cuenta debido a que la adicidn de
los biestimulantes practicamente no producia cambios en dicho pardmetro (datos no
mostrados).

1.1. Estudio preliminar de los efectos de los bioestimulantes sobre el crecimiento de la
levadura en medio YPD

En el primer anadlisis del crecimiento de la levadura control en medio YPD bajo distintas
condiciones de estrés salino y osmético se evaluaron Unicamente cuatro de los
bioestimulantes (Fosfito, Fulvato potdsico, Amino22 y Vinacillas) debido a que solo estos se
encontraban disponibles en el laboratorio cuando se iniciod la investigacién. Cada uno de ellos
se anadid en dos concentraciones diferentes, las cuales se escogieron siguiendo las
recomendaciones de la empresa y de acuerdo con pruebas realizadas previamente. Es
necesario explicar que en este primer ensayo se realizd Unicamente una “repeticidn bioldgica”
de cada condicién, ya que consistia en un analisis preliminar para encontrar las condiciones
6ptimas que nos permitiesen llevar a cabo un analisis posterior mas exhaustivo sobre la
posible capacidad de los bioestimulantes para mejorar el crecimiento y tolerancia a estrés.
Pese a ser un experimento realizado una sola vez, al tratarse de una serie de varias
concentraciones, los valores se apoyan unos a otros y el resultado puede considerarse
representativo. Ademas en el Bioscreen C cada valor representa la media de tres repeticiones
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técnicas del mismo cultivo. Los datos de la tasa de crecimiento y rendimiento de los cultivos se
muestran en la Figura R.1 (A y B, respectivamente).

Fosfito

En ausencia de estrés (YPD), el Fosfito provocd una inhibicidn en la tasa de crecimiento de un
22 % respecto al control (sin bioestimulante) cuando se afiadié a una concentracién de 0,5
pl/ml de medio y un 43 % cuando se afiadié a 1 ul/ml. Esta inhibicién se pudo contrarrestar
suplementando el medio con fosfato (Figura R.2). Respecto al rendimiento final de los cultivos,
se observé una disminucidn del 5 % con ambas concentraciones de bioestimulante.
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Figura R.1. Efectos de los bioestimulantes sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio YPD. Tasa de
crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio YPD con
diferentes concentraciones de NaCl y sorbitol y suplementados con distintas concentraciones de los bioestimulantes
Fosfito (FO), Fulvato potasico (FU), Amino22 (AM) y Vinacillas (VI), indicadas en pl de concentrado por ml. Los
valores corresponden a un solo experimento.

En presencia de NaCl no solo no se observo inhibicion en la velocidad de crecimiento, si no que
con concentraciones de 1, 1,25y 1,4 M de NaCl se produjo un incremento de la misma que
llega hasta alrededor del 13 % en medio de cultivo con 1,25 y 1,4 M de NaCl, tanto con 0,5
como con 1 pl/ml de Fosfito. En condiciones de estrés osmético tuvo lugar una inhibicidn de la
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tasa de crecimiento muy similar a la que se produjo sin estrés, aunque en el rendimiento se vio
un incremento sutil, mas evidente con 1 M de sorbitol, pero que fue desapareciendo a medida
gue se aumentd la concentracion del agente osmatico.

Figura R.2. La inhibicién del crecimiento causada por el

Fosfito se contrarresta afiadiendo fosfato al medio de
37 cultivo. Se midié la absorbancia a 660 nm de cultivos de
levadura crecidos durante toda la noche en medio YPD
con diferentes concentraciones de Fosfito y sin fosfato

==Sin fosfato

14 afiadido (sin fosfato) o afiadiendo 20 mM de fosfato
-a=Con fosfato

G T T T 1
0 0,5 1 1,5 2  experimento.

Absorbanciaa 660 nm

(con fosfato). Los valores corresponden a un solo

ul/ml de Fosfito

Fulvato potdsico

El tratamiento con Fulvato potdsico no resulté en cambios remarcables en la tasa de
crecimiento de los cultivos crecidos en ausencia de estrés o con estrés osmotico, mas alla de
un pequefio descenso, que en ningun caso superé el 6 %, cuando se usé a una concentracion
de 2 pl/ml. Sin embargo, en presencia de NaCl en concentraciones de 1 M o mayores, el
Fulvato aumentd la tasa de crecimiento respecto al control (hasta mas de un 20 % con NaCl
1,25y 1,4 M). Los cultivos tratados con Fulvato potasico tuvieron rendimientos menores a los
del control, tanto en ausencia como en presencia de estrés, algo que se percibe especialmente
con la concentracién mas alta del bioestimulante (2 pl/ml).

Amino22

Las células tratadas con Amino22 y crecidas en ausencia de estrés prdacticamente no
presentaron diferencias en la velocidad de crecimiento ni en el rendimiento respecto al
control. Sin embargo, también en este caso, el Amino22 produjo una mejora de la tolerancia
en condiciones de estrés salino, incrementando el rendimiento final de los cultivos (en torno al
10 % con NaCl 1y 1,25 M) ademas de la tasa de crecimiento (hasta un 22 % con NaCl 1y 1,25
M), no apreciandose diferencias consistentes entre las dos dosis de bioestimulante estudiadas
(1 y 2 ul/ml). Bajo condiciones de estrés osmdtico se aprecié un aumento del rendimiento en
los cultivos tratados con Amino22, especialmente con sorbitol 1 M, condicion en la que subio
aproximadamente un 13 %.

Vinacillas

El Vinacillas no modificé la tasa de crecimiento en ausencia de estrés, a diferencia de lo que
ocurrio bajo estrés salino, donde produjo un sensible aumento con las diferentes
concentraciones de NaCl aplicadas (un 9 % con 0,75 M, un 20 % con 1 M y en torno al 30 % con
1,25 y 1,4 M), no existiendo diferencias considerables entre las dos dosis estudiadas (1 y 2
ul/ml). Por el contrario, en condiciones de estrés osmdtico, la velocidad de crecimiento
disminuyd levemente. En el rendimiento de los cultivos crecidos con o sin estrés, la dosis baja
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de bioestimulante (1 pl/ml) no provocd apenas cambios respecto al control, mientras que la
dosis alta (2 pl/ml) tendié a dar rendimientos algo menores.

1.2. Estudio preliminar de los efectos de los bioestimulantes sobre el crecimiento de la
levadura en medio SD

Los resultados en medio YPD mostraron escasos efectos positivos de los bioestimulantes sobre
el crecimiento de la levadura, exceptuando el incremento, en mayor o menor medida, de la
velocidad de crecimiento bajo condiciones de estrés salino. Por tanto, se valord la posibilidad
de que gran parte de los posibles efectos protectores frente a estrés abidtico o de mejora del
crecimiento se estuviesen viendo enmascarados por el hecho de realizar los cultivos en un
medio rico en nutrientes. Por ejemplo, cabria esperar una importante mejora del crecimiento
en presencia de los aminoacidos que aporta el aditivo Amino22, a menos que el propio medio
ya contenga este tipo de nutrientes en exceso y la presencia del bioestimulante no suponga un
beneficio. De hecho, la peptona y el extracto de levadura utilizados para preparar el medio
YPD contienen aminoacidos en abundancia. Asi pues, a partir de este momento, se decidié
emplear medio minimo SD para el cultivo de la levadura, el cual contiene sulfato aménico
como fuente de nitrégeno y es mucho mds pobre en nutrientes que el YPD.

Para evaluar el efecto de cada bioestimulante sobre el crecimiento de la levadura en medio SD
y determinar las concentraciones de uso éptimas, se crecieron células de levadura en
presencia de 3 concentraciones distintas de bioestimulante. Dichas concentraciones son de
0,5, 1, y 2 ul/ml, a excepcion del Fosfito para el que se usaron 0,25, 0,5 y 1 ul/ml, ya que se
habia observado que en medio YPD tiene un efecto inhibitorio sobre la tasa de crecimiento.
Ademas, de igual modo que en el anterior apartado, se cultivaron en ausencia de estrés y bajo
estrés salino y osmatico y se realizd Unicamente un experimento para cada condicidn.

Fosfito

En medio minimo, el Fosfito también inhibi6 la tasa de crecimiento en ausencia de estrés,
aunque en menor proporcién que en YPD (Figura R.3A). Es destacable que concentraciones de
0,25 y 0,5 pl/ml del compuesto produjeron practicamente la misma reduccion de la velocidad
de crecimiento (un 6 %), mientras que la concentracion de 1 pl/ml resultd inhibirla mas del
doble (un 14 %). Por otra parte, tuvo lugar un aumento de la velocidad de crecimiento en
condiciones de estrés salino, el cual que se acentué cuanto mayor fue la concentracidn de
Fosfito empleada. Concretamente, con 0,5 pul/ml de Fosfito, la velocidad de crecimiento subié
aproximadamente un 30 % en medio con NaCl 1, 1,25 y 1,4 M, mientras que con 1 pl/ml el
incremento fue ligeramente mayor. La concentracién de 0,5 pl/ml de Fosfito mejord el
rendimiento en presencia de NaCl, proporcionando un aumento respecto al control que llegd
al 10 % con 0,75 y 1 M (Figura R.3B). Bajo estrés osmético, las concentraciones de 0,25 y 0,5
ul/ml no produjeron apenas inhibicion de la velocidad de crecimiento, en cambio la
concentracién mas alta de Fosfito lo hizo de forma considerable (en torno a un 14 % con las
diferentes concentraciones de sorbitol). En el rendimiento de los cultivos no se observaron
diferencias resefiables, mas alld de un incremento aislado en presencia de sorbitol 1,5 M y 0,5
ul/ml de Fosfito, lo que indica que probablemente se trate de un producto de la variabilidad y
no de un aumento significativo.
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Considerando que una concentracién de 0,5 pl/ml de Fosfito dio los mejores resultados sobre
el rendimiento de los cultivos con estrés salino, que bajo dicho estrés incrementd
considerablemente la velocidad de crecimiento (alcanzando valores cercanos a los
conseguidos con 1 ul/ml) y que, ademas, el efecto inhibitorio en ausencia de estrés y con
estrés osmotico sobre la mencionada tasa de crecimiento fue el minimo teniendo en cuenta
las 3 concentraciones estudiadas, se eligié 0,5 pl/ml como la concentracion 6ptima de uso del
Fosfito.
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Figura R.3. Efecto del Fosfito sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de crecimiento (A) y
densidad 6ptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las concentraciones

indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,25, 0,5 y 1 ul de Fosfito (FO) por ml. Los valores corresponden a
un solo experimento.

Fulvato potdsico

En la Figura R.4 se muestra el efecto del Fulvato potdsico sobre el crecimiento de la levadura
en medio SD.
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Figura R.4. Efecto del Fulvato potasico sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de
crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las
concentraciones indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,5, 1y 2 ul de Fulvato potasico (FU) por ml. Los
valores corresponden a un solo experimento.

En ausencia de estrés, la concentracidon de 2 ul/ml resultd inhibir la tasa de crecimiento y el
rendimiento un 13 y un 21 %, respectivamente. Concentraciones menores del bioestimulante
no afectaron practicamente a la velocidad de crecimiento, pero si produjeron un descenso del
6 % en el rendimiento. Las tres concentraciones de bioestimulante parecieron mejorar
ligeramente la velocidad de crecimiento con estrés salino, con aumentos que estan alrededor
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del 10 % en presencia de NaCl 1, 1,25 y 1,4 M. Sin embargo, concentraciones de 1y 2 pl/ml
resultaron en rendimientos menores. En presencia de sorbitol, el Fulvato potdsico en una
concentracion de 0,5 pl/ml dio un aumento en la velocidad de crecimiento que ronda el 15 %
en las distintas condiciones de estrés osmético estudiadas, no obstante también produjo una
reduccion en el rendimiento en algunas de ellas.

Se determind la concentracion de 0,5 pl/ml como la adecuada para el empleo del Fulvato
potasico, puesto que es la que permiti6 una mejora de la velocidad de crecimiento en
condiciones de estrés osmoético y la que tuvo, ademas, menor efecto inhibitorio sobre el
rendimiento de los cultivos.

Amino22

El Amino22 dio los resultados mas prometedores en cuanto a la mejora del crecimiento tanto
con estrés como sin él y estos se exponen en la Figura R.5. A diferencia de lo que ocurrié en
medio YPD, en SD las tres concentraciones de bioestimulante mejoraron de forma clara la
velocidad de crecimiento y el rendimiento de los cultivos en ausencia de estrés, aunque
destaca la concentracidn intermedia (1 pl/ml), con la que dichos parametros se vieron
incrementados un 17 y un 61 % respectivamente. Esta concentracion de Amino22 también
mejoro la tasa de crecimiento (un 31 %) y el rendimiento (un 37 %) con sorbitol 1 M. En
condiciones de estrés salino las concentraciones de 1y 2 ul/ml aumentaron levemente la tasa
de crecimiento (hasta un 10 % con NaCl 1 M).

En este caso, se tomd 1 pl/ml como concentracion de uso del Amino22.
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Figura R.5. Efecto del Amino22 sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de crecimiento (A)
y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las concentraciones
indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,5, 1y 2 ul de Amino22 (AM) por ml. Los valores corresponden a
un solo experimento.

Vinacillas

El Vinacillas mejord la tasa de crecimiento de la levadura en presencia de estrés salino, en
concreto, las concentraciones de 1y 2 pl/ml lo hicieron un 22 y un 25 % con NaCl 1 My un 33y
un 36 % con NaCl 1,4 M, respectivamente (Figura R.6). Sin embargo, este bioestimulante
parecié reducir el rendimiento de los cultivos, especialmente la concentracidn de 2 ul/ml. Por
ello, se decidid que la concentracion éptima de empleo es 1 pl/ml.
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Figura R.6. Efecto del Vinacillas sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de crecimiento (A)
y densidad optica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las concentraciones

indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,5, 1 y 2 ul de Vinacillas (V1) por ml. Los valores corresponden a
un solo experimento.

Extracto de algas

El extracto de algas practicamente no modifico el crecimiento de la levadura en las condiciones
estudiadas (Figura R.7). Tan solo se observé un incremento del 15 % respecto al control en la
tasa de crecimiento con NaCl 1,25 y 1,4 M en presencia de 2 pl/ml de bioestimulante, por lo
que se utilizd esta concentracién en los experimentos posteriores.
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Figura R.7. Efecto del Extracto de algas sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de
crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las
concentraciones indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,5, 1y 2 ul de Extracto de algas (AL) por ml. Los
valores corresponden a un solo experimento.

Acido himico

El Acido himico mostré un efecto inhibitorio dependiente de dosis sobre la tasa de
crecimiento de la levadura tanto en presencia de estrés como en ausencia de éste (Figura R.8).
Asimismo, se observé una reduccién progresiva en el rendimiento de los cultivos a medida que
aumentd la dosis de bioestimulante. Como efecto positivo sobre el crecimiento, tan solo se
observd un incremento del rendimiento con sorbitol 1 M (en torno al 15 %) que se produce
con las tres concentraciones estudiadas. Asi pues, por ser la que menos inhibid el crecimiento,
se selecciond 0,5 pl/ml como la concentracién de uso para el Acido himico.
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Figura R.8. Efecto del Acido himico sobre el crecimiento de cultivos de levadura en medio SD. Tasa de crecimiento
(A) y densidad 6ptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD con las concentraciones
indicadas de NaCl y sorbitol y suplementados con 0,5, 0,1 y 2 pl de Acido huimico (HU) por ml. Los valores
corresponden a un solo experimento.

2. Efectos de los bioestimulantes sobre el crecimiento y la tolerancia a estrés
abidtico de la levadura

Una vez analizadas las pruebas iniciales de crecimiento en ausencia y presencia de estrés, se
procedid a repetir los experimentos con las condiciones acotadas (dosis Optima de
bioestimulante y concentraciones adecuadas de NaCl y sorbitol) para obtener datos
consistentes y con validez estadistica acerca del efecto de los bioestimulantes. Se estimé que
una concentracién de 1 M tanto de NaCl como de sorbitol podria evidenciar con claridad las
posibles diferencias entre los tratamientos con los bioestimulantes y el control. No obstante,
también se considerd de interés comparar el efecto de los bioestimulantes sobre los estreses
salino y osmaético a partir de concentraciones de NaCl y sorbitol que ejerciesen la misma
presion osmodtica y de este modo poder discernir, en el caso del estrés salino, si un
bioestimulante proporciona tolerancia frente a la toxicidad del Na o frente a un aumento de la
presion osmdtica. Por lo tanto, en primer lugar se empled para el estrés osmdtico una
concentracién de 1 M de sorbitol y para el salino su concentracién osmdtica equivalente de
0,64 M de NaCl (Wolf et al., 1980). En cuanto a las concentraciones de uso 6ptimas de los
bioestimulantes, que son las que se emplearon en los restantes experimentos de la tesis, se
recapitulan a continuacién (en pl de concentrado del bioestimulante por ml de medio de
cultivo):

- Fosfito: 0,5 pl/ml

- Fulvato potasico: 0,5 pl/ml
- Amino22: 1 pl/ml

- Vinacillas: 1 pl/ml

- Extracto de algas: 2 pl/ml
- Acido htimico: 0,5 pl/ml

Tal y como se muestra en la figura R.9 (A y B), solo un bioestimulante, el Amino22, resultd
beneficioso para el crecimiento en ausencia de estrés, aumentando un 18 % la tasa de
crecimiento y un 38 % el rendimiento final de los cultivos en comparacién con el control. Por
otro lado, el Fosfito y el Acido himico inhibieron la tasa de crecimiento un 7 y un 3 %,
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respectivamente, y el tratamiento con Vinacillas provocé un descenso del 8 % en el
rendimiento.
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Figura R.9. Efecto de los bioestimulantes sobre el crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura. Tasa de
crecimiento (A) y densidad o6ptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD
suplementado con las concentraciones seleccionadas de los distintos bioestimulantes en ausencia de estrés y en
presencia de 0,64 M de NaCl y 1 M de sorbitol. C) Células crecidas en medio SD suplementado con los
bioestimulantes hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg, = 0,4) se incubaron durante 30 min en
los mismos medios con H,0, (2 mM) o a 44 9C, tras lo cual se determind la supervivencia. D) Concentracién relativa
de H,0, tras una incubacion de 1 h en medio SD en presencia de FU, AM y HU. Se partié de una concentracion de
H,0, de 2 mM. E) Células crecidas en medio SD en presencia o ausencia de FU hasta la mitad de la fase exponencial
se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio SD fresco (sin FU en ninglin caso), tras lo cual se incubaron
durante 30 min con distintas concentraciones de H,0, y se evalud la supervivencia. Leyenda: FO (Fosfito), FU
(Fulvato potasico), AM (Amino22), VI (Vinacillas), AL (Extracto de algas) y HU (Acido himico). *Diferencias
significativas respecto al control (P < 0,05).

En presencia de NaCl (0,64 M), el Fosfito aumenté un 12 % la velocidad de crecimiento y un 10
% el rendimiento, mientras que el Amino22 también lo hizo un 4 y un 11 %, respectivamente.
El Vinacillas provocd un incremento en la tasa de crecimiento idéntico al que tiene lugar con el
Fosfito (12 %), sin embargo el rendimiento de los cultivos decrecié un 9 %. El Extracto de algas
produjo un aumento leve (4 %), aunque estadisticamente significativo, en la velocidad de
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crecimiento, al mismo tiempo que el Acido himico la inhibié en la misma proporcién. Con el
objetivo de evaluar de manera mas minuciosa el efecto de los bioestimulantes bajo estrés
salino, también se analizé el crecimiento de la levadura con 1 M de NaCl (Figura R.10).
También bajo estas condiciones, los cultivos tratados con Fosfito mostraron una mejora en la
tasa de crecimiento, que subié un 23 % respecto al control, y sobre el rendimiento, que
aumentdé un 9 %. El Amino22 incrementd la velocidad de crecimiento un 8 %, sin embargo no
se produjo un aumento en el rendimiento de los cultivos, el cual si tuvo lugar con 0,64 M de
NaCl. Asimismo, con el Extracto de algas y el Vinacillas la tasa de crecimiento se vio
incrementada un 8 y un 23 %, respectivamente, aunque con este ultimo el rendimiento
descencidé un 10 %.

En cuanto al estrés osmético, se observé un efecto positivo sobre el crecimiento de los cultivos
tratados con Amino22, el cual produjo un incremento del 28 % en la velocidad de crecimiento
y del 39 % en el rendimiento. También tuvo un efecto beneficioso en estas condiciones el
Fulvato potasico, con el que la tasa de crecimiento subié un 11 %.

A 05 DOControl MFO OFU @AM @VI BAL BHU B 30 OControl mFO OFU @AM @VI BAL mHU
2 ) * M7 *
= ©
< 0,4 4 = 2,5
2 S 20
3 03 8"
E 0
S g 1,5
20,2 @
o
) “ 1,0
= 5]
3 01 1 0 05
L g0
0,0 0,0
SD NaCl1M SD NaCl1M

Figura R.10. Efecto de los bioestimulantes sobre el crecimiento en presencia de NaCl 1 M. Tasa de crecimiento (A)
y densidad éptica (DO) en la fase estacionaria (B) de los cultivos crecidos en medio SD en presencia de 1 M de NaCl
y suplementados con las concentraciones seleccionadas de los distintos bioestimulantes. Leyenda: FO (Fosfito), FU
(Fulvato potasico), AM (Amino22), VI (Vinacillas), AL (Extracto de algas) y HU (Acido hdmico). *Diferencias
significativas respecto al control (P < 0,05).

Después de observar el crecimiento tanto en ausencia de estrés como bajo los estreses salino y
osmotico en presencia de los bioestimulantes, se quiso estudiar su efecto sobre la tolerancia a
otros estreses como el oxidativo y el térmico. Para ello se tomaron cultivos crecidos en medio
SD con los bioestimulantes hasta la mitad de la fase exponencial y se incubaron en esos
mismos medios con H,0, (2 mM) o a 44 9C durante 30 minutos, tras lo cual se determind el
porcentaje de células supervivientes. Como se indica en la Figura R.9C, el Amino22, el Acido
huimico y el Fulvato potasico protegieron a las células frente al peréxido de hidrégeno.
Respecto al control, el porcentaje de supervivencia se multiplicé por un factor de 2,6 en el caso
del Amino22, por 2,3 con el Acido htimico y por 1,9 con el Fulvato potésico. Frente al choque
térmico a 44 °C resultaron proteger todos los bioestimulantes a excepcidn del Extracto de
algas. En concreto, el Amino22 aumenté la supervivencia de las células por un factor de 1,7, el
Fulvato potasico de 1,5, el Fosfito de 1,4, el Vinacillas de 1,3 y el Acido himico de 1,2.
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A diferencia de los estreses por NaCl, sorbitol o altas temperaturas, que no pueden ser
contrarrestados por interaccidn directa con el agente estresante, en el caso del estrés
oxidativo los bioestimulantes Amino22, Acido humico y Fulvato potasico podrian actuar
eliminando el perdxido de hidrégeno, asi que se decidid realizar un ensayo para determinar si
son capaces de degradar esta molécula. Como se muestra en la Figura R.9D, el Fulvato potasico
degradd hasta un 45 % de H,0, después de una hora de incubacién en medio SD y en
presencia de 2 mM del agente oxidante. En cambio, con el Amino22 y el Acido humico no
ocurrié ninguna degradacién. Con esta informacidn, se pensd en la posibilidad de que la
tolerancia frente a estrés oxidativo observada en el tratamiento con Fulvato potasico se
debiese a una interaccidn directa entre el H,0, y el bioestimulante en el medio de cultivo. Para
comprobarlo, se realizd un nuevo ensayo en el que las células crecidas hasta la mitad de la fase
exponencial con o sin Fulvato potasico fueron lavadas y resuspendidas en medio SD fresco y
sin el bioestimulante, tras lo cual se incubaron con 1y 2 mM de H,0, durante 30 minutos y se
determind la supervivencia. En las células crecidas en presencia de Fulvato potdsico la
supervivencia a un tratamiento de media hora con 2 mM de H,0, se multiplico por 1,7
respecto al control (Figura R.9E). En el tratamiento con 1 mM de H,0, también se intuyd una
tendencia a mayor supervivencia en las células tratadas con Fulvato potdsico, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Se concluye por tanto que la tolerancia
frente a estrés oxidativo conferida por el Fulvato potdsico no estd causada por una
degradacion del perdxido de hidrégeno en el medio de cultivo.

Todos estos resultados, que se resumen en la Tabla R.1, muestran que el bioestimulante mas
polivalente es el Amino22, el cual resulté mejorar sensiblemente el crecimiento en ausencia de
estrés y con estreses salino (NaCl) y osmoético (sorbitol), ademas de incrementar la
supervivencia a estreses oxidativo (H,0,) y por altas temperaturas (choque térmico a 44 °C).
En el caso del estrés salino hay que destacar también el efecto protector del Fosfito, del
Vinacillas y, en menor medida, del Extracto de algas. Los dos primeros protegieron, ademas,
frente a choque térmico, al igual que el Acido himico que también mejoré la tolerancia a
estrés oxidativo. No obstante, como segundo bioestimulante mds polivalente se situa el
Fulvato potasico, que protegid frente a estrés osmdtico, oxidativo y térmico. Por lo tanto, el
Amino22 y el Fulvato potasico fueron los bioestimulantes escogidos para pasar a la siguiente
fase de la investigacidn, que tiene como obijetivo identificar sus mecanismos de accion.

Tabla R.1. Resumen de los efectos de los bioestimulantes sobre el crecimiento y tolerancia a estrés de la
levadura. Se indica para cada condicion si el bioestimulante tiene un efecto positivo (+), negativo (-) o no tiene
ningun efecto significativo (/).

Sin estrés Estrés salino Estfé.s E.stré_s Estrés por altas
osmético oxidativo temperaturas
Fosfito - + / / +
Fulvato potasico / / + + +
Amino22 + + + + +
Vinacillas - + / / +
Extracto de algas / + / / /
Acido humico - - / + +
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3. Estudio del mecanismo de accion del bioestimulante Amino22

Como se ha visto en el apartado anterior, el Amino22 fue el bioestimulante mds destacado en
cuanto a la mejora del crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura, razén por la cual se
seleccioné para estudiar su mecanismo de accion. Cabe recordar que en esta investigacion se
partié con escasa (o nula en algunos casos) informacion sobre la naturaleza quimica de cada
bioestimulante y, por supuesto, sin detalles acerca de su composicién. La Unica informacion
que teniamos sobre el Amino22 era que se trata de una mezcla de aminodacidos obtenida por
hidrélisis quimica. Sin embargo, el color marrén oscuro del concentrado del bioestimulante
hacia sospechar que pudiese contener otros compuestos ademds de los aminoacidos. Por lo
tanto, el siguiente paso consistié en intentar reproducir el efecto del Amino22 comparando su
efecto con el de una mezcla de aminoacidos de composicién perfectamente conocida con el
objetivo de averiguar si dicho efecto se debe Unicamente a la presencia de aminoacidos y, en
ese caso, discernir qué aminodcidos tienen una mayor relevancia.

3.1. Imitacidon del efecto del Amino22 con peptona de caseina 4cida

Para “imitar” al Amino22 se utilizd6 peptona de caseina acida (Laboratorios Conda) como
fuente de aminoacidos. Se trata de un hidrolizado de caseina en medio acido cuya composicién
se detalla en la Tabla A.2 del Anexo Il. Se compar¢ el efecto del Amino22 sobre el crecimiento
de la levadura en ausencia de estrés con el de una serie de concentraciones de peptona de
caseina acida (desde 0,1 g/l hasta 40 g/l), tal y como se muestra en la Figura R.11 (A y B). Se
seleccionaron las concentraciones de 1y 5 g/l por ser las que dieron resultados mas similares a
los del Amino22, tanto en la tasa de crecimiento como en el rendimiento de los cultivos. Se
analizd de nuevo el efecto de dichas concentraciones de peptona de caseina acida (o
casaminodcidos) sobre el crecimiento, esta vez también en presencia de estrés salino (NaCl 1
M) y osmético (sorbitol 1 M), mostrando éstas un efecto muy similar al del Amino22 (Figura
R.11, Cy D), si bien para sucesivos experimentos se escogio la concentracion de 1 g/l por ser la
menor de las dos y porque no presentd ninguna diferencia significativa respecto al Amino22 (la
concentracidn de 5 g/l mostré diferencias estadisticamente significativas respecto al Amino22
en el rendimiento en presencia de sorbitol). Por Gltimo, se empled 1 g/l de casaminoacidos
para evaluar su efecto sobre la tolerancia a estrés oxidativo y térmico. Los casaminoacidos
incrementaron notablemente la supervivencia a ambos tipos de estrés produciendo unos
resultados semejantes a los del Amino22 (Figura R.11E).

Teniendo en cuenta estos datos se asumidé que con 1 g/l de casaminoacidos se puede
reproducir el efecto del Amino22 sobre el crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura. Por
lo tanto, en los sucesivos experimentos que tienen como objetivo dilucidar el mecanismo de
accion de este bioestimulante, se llevé en paralelo al tratamiento con Amino22 un tratamiento
con 1 g/l de casaminoacidos, exceptuando el analisis global de la expresion génica mediante
micromatrices de DNA (apartado R.3.4), en el que tan solo se estudié el efecto del Amino22.
Por otro lado, el efecto beneficioso de los aminoacidos sobre el crecimiento practicamente
desaparecié en presencia de 1 M de NaCl (Figuras R.10 y R.11) y con 0,64 M éste fue
considerablemente inferior al que se observd en presencia de sorbitol y en ausencia de estrés
(Figura R.9 A y B), lo que probablemente fue debido a que el Na® inhibe especificamente el
efecto de los aminoacidos. Asimismo, es muy posible que los aminodcidos no actien contra la
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toxicidad del Na* y que la ligera mejora en el crecimiento que proporcionaron en condiciones
de estrés salino se debiese a las mismas causas de la mejora que tuvo lugar en presencia de
sorbitol y en ausencia de estrés. Por esta razén, se dejé de analizar el crecimiento bajo
condiciones de estrés salino en experimentos posteriores.
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Figura R.11. La adicién de 1 g/l de casaminoacidos reproduce el efecto del Amino22 sobre el crecimiento y
tolerancia a estrés de la levadura. Tasa de crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de
cultivos crecidos en medio SD suplementado con Amino22 (AM) y con diferentes concentraciones casaminodcidos
(AA). Los valores corresponden a un solo experimento, no obstante, al tratarse de una serie de varias
concentraciones, los valores se apoyan unos a otros y el resultado puede considerarse representativo. C y D) Tasa
de crecimiento y densidad optica en la fase estacionaria, respectivamente, de cultivos crecidos en medio SD
suplementado con AM y con AAa 1y 5 g/l en ausencia de estrés y en presencia de 1 M de NaCl y 1 M de sorbitol. E)
Células crecidas hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg = 0,4) en medio SD suplementado con
AM y con AA (1 g/l) se incubaron durante 30 min en los mismos medios con distintas concentraciones de H,0, o a
44 °C, tras lo cual se determind la supervivencia. Las letras minusculas indican diferencias significativas entre los
valores (P < 0,05).
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3.2. Andlisis del efecto individual de los aminoacidos sobre el crecimiento y tolerancia a
estrés de la levadura

La siguiente cuestidon que se traté de resolver consistié en averiguar qué aminoacidos tienen
mayor trascendencia en la mejora del crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura. Para
ello, se analizé el crecimiento sin estrés y con estrés osmético en presencia de cada uno de los
aminodcidos que componen la peptona de caseina acida, los cuales fueron afiadidos al medio
de cultivo en las mismas concentraciones en las que se encuentran al afadir 1 g/l de
casaminoacidos. En la Figura R.12 se muestra el efecto de los distintos aminoacidos sobre la
tasa de crecimiento y el rendimiento de los cultivos en ausencia de estrés (A y B,
respectivamente) y en presencia de estrés osmoético (C y D, respectivamente). Aquellos
aminodcidos que proporcionaron mejoras estadisticamente significativas respecto al control
de como minimo un 5 % en la velocidad de crecimiento y un 10 % en el rendimiento de los
cultivos se retnen en la Tabla R.2.

Tabla R.2. Incrementos estadisticamente significativos de al menos un 5 % en la tasa de crecimiento y un 10 % en
el rendimiento de cultivos crecidos en presencia de aminoacidos bajo condiciones de ausencia de estrés (SD) y de
estrés osmoético (sorbitol).

SD
Tasa de crecimiento Rendimiento
Aminoacido Incremento (%) Aminoacido Incremento (%)
lle 10 lle 21
Val 7 Leu 18
Lys 14
Phe 11
Sorbitol
Tasa de crecimiento Rendimiento
Aminodcido Incremento (%) Aminodcido Incremento (%)
lle 12 Leu 28
Arg 9 Glu 13
Phe 8 Arg 13
Val 8 lle 13
Glu 7

A partir de los aminoacidos seleccionados segln los criterios de la Tabla R.2 se elaboraron
combinaciones de los mismos y se evalud su efecto sobre el crecimiento y tolerancia a estrés
de las células de levadura. La primera combinacion (C1) es la mas simple y contiene lle (mejord
notablemente la tasa de crecimiento y el rendimiento tanto en ausencia de estrés como con
estrés osmotico), Leu (produjo un incremento importante en el rendimiento con y sin estrés) y
Phe (aumento el rendimiento sin estrés y la velocidad de crecimiento en presencia de sorbitol).
La segunda combinacidn (C2) estd compuesta por los tres aminodcidos anteriores y por Glu
(mejord la velocidad de crecimiento y rendimiento con sorbitol). La tercera combinacidn
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consiste en los aminodcidos de la C2 ademdas de Arg (como el Glu, mejord la tasa de
crecimiento y rendimiento bajo estrés osmético). Por ultimo, la cuarta combinacién (C4)
contiene los aminodcidos de la C3 y Val (incrementd la velocidad de crecimiento en ausencia
de estrés y con sorbitol).
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Figura R.12. Efecto individual de los aminoacidos sobre el crecimiento y tolerancia a estrés. A y B) Tasa de
crecimiento y densidad éptica (DO) en la fase estacionaria, respectivamente, de los cultivos crecidos en medio SD
suplementado con Amino22 (AM), casaminoacidos (AA) y los diferentes aminoacidos que componen la peptona de
caseina acida afiadidos en las mismas concentraciones en las que estdn presentes en ésta. C y D) Tasa de
crecimiento y densidad dptica en la fase estacionaria, respectivamente, de los cultivos crecidos en medio SD con
sorbitol 1 M suplementado con AM, AAy los diferentes aminodcidos que componen la peptona de caseina acida. Ey
F) Tasa de crecimiento y densidad dptica en la fase estacionaria, respectivamente, de los cultivos crecidos en medio
SD normal y medio SD con sorbitol 1 M en presencia de AM, AA vy distintas combinaciones de aminodcidos. G)
Células crecidas en medio SD en presencia de AM, AA y la combinacidn C2 hasta la mitad de la fase exponencial de
crecimiento (Absgg, = 0,4) se incubaron durante 30 min en los mismos medios con 1y 2 mM de H,0,, tras lo cual se
determind la supervivencia. C1: lle, Leu y Phe. C2: Glu, lle, Leu y Phe. C3: Arg, Glu, lle, Leu y Phe. C4: Arg, Glu, lle,
Leu, Phe y Val. *Diferencias significativas respecto al control (P < 0,05). Las letras minusculas indican diferencias
significativas entre los valores (P < 0,05).
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La C1 es la combinacion que tuvo una menor influencia sobre el crecimiento, ya que no mejoré
significativamente la velocidad de crecimiento respecto al control en las dos condiciones
estudiadas (ausencia de estrés y estrés osmoético) y, ademas, produjo un rendimiento mas bajo
que los casaminoacidos en ausencia de estrés (Figura R.12, E y F). Las restantes combinaciones
no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si, ni tampoco frente al
Amino22, aunque si se apreciaron algunas diferencias sutiles respecto a los casaminoacidos.
Concretamente, la tasa de crecimiento de las células crecidas bajo estrés osmdtico y tratadas
con las combinaciones C2 y C3 fue un 8 % menor que con los casaminoacidos y el rendimiento
de los cultivos tratados con la combinacién C4 en presencia de sorbitol fue un 10 % menor.
Dado que las combinaciones C2, C3 y C4 tuvieron un efecto muy similar entre si y que con
éstas se alcanzaron unos parametros de crecimiento muy cercanos a los obtenidos con el uso
de casaminoacidos, se llegd a la conclusion de que los aminoacidos de la C2 (Glu, lle, Leu y
Phe) son los que mas influencia tuvieron a la hora de mejorar el crecimiento de la levadura.
Posteriormente, se comparé el efecto de la C2 con el del Amino22 y los casaminodcidos bajo
estrés oxidativo, sin observar diferencias significativas en la supervivencia de las células a dicho
estrés, aunque si que se aprecié una tendencia en el tratamiento con C2 a una supervivencia
ligeramente inferior (Figura R.12G).

3.3. Comparacién del efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento de las cepas BY4741
y $288C

La cepa de levadura de referencia en esta tesis es la BY4741 y, como se especifica en
Materiales y Métodos, es auxoétrofa para His, Leu, Met y Ura. El hecho de que los
casaminodcidos contengan His, Leu y Met podria suponer que al menos una parte de su efecto
sobre el crecimiento se debiese a una complementacién de las auxotrofias, ya que el
suplemento de cada una que se afiade en la preparacién del medio de cultivo podria irse
agotando a lo largo del crecimiento y la presencia de casaminoacidos restituirlo. En ese caso,
los cultivos control crecerian peor que los tratados con aminodcidos debido a la escasez de His,
Leu y/o Met y no a otros posibles efectos positivos de los aminoacidos sobre el crecimiento.
Para comprobar en qué medida la mejora del crecimiento observada en presencia de
aminodcidos se debe a la complementacién de las auxotrofias, se estudid efecto del Amino22y
de los casaminodcidos sobre el crecimiento de la cepa $S288C, que no tiene auxotrofias y de la
cual deriva la cepa BY4741 (Mortimer y Johnston, 1986).

Tanto el Amino22 como el hidrolizado de caseina acida mejoraron el crecimiento de la cepa
$288C, si bien con algunas diferencias respecto a la cepa BY4741. La tasa de crecimiento del
control en la cepa $288C apenas disminuyd (un 4 %) respecto al de la BY4741 en ausencia de
estrés, y bajo estrés osmotico no hubieron diferencias significativas, mientras que los cultivos
tratados con casaminoacidos tampoco mostraron diferencias entre cepas, ni con estrés ni en
presencia de éste (Figura R.13A). Sin embargo, se observé un aumento de aproximadamente
un 8 % en la velocidad de crecimiento, con y sin estrés, en la cepa S288C respecto a la BY4741
en el tratamiento con Amino22. En cuanto al rendimiento de los cultivos en fase estacionaria,
no se observaron diferencias entre cepas cuando fueron tratadas con Amino22 o con
casaminodcidos, ni en ausencia de estrés ni con sorbitol (Figura R.13B). No obstante, el
rendimiento de los controles de la cepa $288C fue mayor que el de los controles de la cepa
BY4741. El mayor rendimiento de los cultivos control de la cepa S288C hizo que la mejora en el
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tratamiento con casaminoacidos se redujese un 50 % respecto a la que tiene lugar en la cepa
BY4741 en ausencia de estrés y un 40 % bajo estrés osmatico. Estos resultados indican que la
complementacién de las auxotrofias al afadir aminodcidos es parcialmente responsable de la
mejora de los rendimientos en fase estacionaria que se observé en la cepa BY4741.
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Figura R.13. Comparativa del efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento de las cepas BY4741 y S288C. Tasa de
crecimiento (A) y densidad 6ptica (DO) en la fase estacionaria (B) de cultivos de las cepas BY4741 y S288C en
presencia o ausencia de Amino22 (AM) y casaminoacidos (AA) en medio SD y en SD con sorbitol 1 M. Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre los valores (P < 0,05). “Diferencias significativas respecto al
mismo tratamiento de la cepa BY4741 (P < 0,05).

3.4. La presencia de aminoacidos reprime la expresion del reguldn de Aftl

Como se ha visto en el apartado anterior, la mayor parte del efecto de los aminoacidos es
independiente de la complementacion de las auxotrofias de la cepa BY4741 y probablemente
se deba a la activacién de mecanismos moleculares que promuevan el crecimiento y mejoren
la tolerancia a estrés abidtico. Con el fin de confirmar esta hipdtesis e identificar con precision
el mecanismo de accidon del Amino22, se compard la expresion global de genes en células de
levadura tratadas y sin tratar con el bioestimulante empleando micromatrices de DNA. El
analisis transcriptomico se hizo con células crecidas hasta la mitad de la fase exponencial en
medio SD y en ausencia de estrés. Se encontraron 19 genes diferencialmente expresados, 2 de
ellos inducidos y 17 reprimidos. Las anotaciones génicas se consultaron en la base de datos
SGD (Saccharomyces Genome Database; http://www.yeastgenome.org/). Los genes inducidos,
una proteina de choque térmico y una glicoproteina secretora, se muestran en la Tabla R.3.

Tabla R.3. Genes inducidos en células tratadas con Amino22 (AM) respecto a células sin tratar (control).

Nombre Nombre Anotacién génica Cociente
estandar sistematico g (AM/control)
HSP12 VELOL4W Proteina de membrana plasmatica involucrada en el 22

mantenimiento de su organizacion durante el estrés
YGP1 YNL160W Glicoproteina secretora relacionada con la pared celular 1,7

De los 17 genes reprimidos, 15 se pueden agrupar en dos categorias funcionales: Transporte
de metales y Biosintesis de aminodcidos y vitaminas (Tabla R.4). Es destacable que 8 de los 9
genes de la categoria de Transporte de metales (SIT1, TIS11, FIT3, FET3, FTR1, FIT2, ARN1 y
ARN2) estan involucrados en la regulacién de la homeostasis de hierro y son diana del factor
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de transcripcién Aft1, el cual se activa en condiciones de ayuno de hierro. El gen ZRT1 codifica
un transportador de Zn de alta afinidad (Zhao y Eide, 1996) y, aunque no suele ser incluido en
el reguldon de hierro dado que no interviene directamente en su homeostasis, se ha descrito
qgue también puede ser activado por Aftl y Aft2 (Courel et al., 2005). En la categoria de
Biosintesis de aminoacidos y vitaminas se incluyen 4 genes (HIS2, ARG3, TMT1 y ARG5,6) que
intervienen en la biosintesis de aminodcidos y cuya expresion es activada por Gen4 en ausencia
de aminodcidos (Natarajan et al., 2001; Dumlao et al., 2008) y otros dos genes (SNO1 y SNZ1)
que codifican proteinas para la biosintesis de piridoxina (vitamina Bg) y que también son diana
de Gcen4 (Natarajan et al., 2001). Por ultimo, en la categoria de Miscelanea se incluyen el gen
de una subunidad ribosomal (RPS16A) y el de una proteina endosomal involucrada en el
recambio de proteinas de la membrana plasmatica (COS7).

Tabla R.4. Genes reprimidos en células tratadas con Amino22 (AM) respecto a células sin tratar (control).

Notnbre .Noml?r.e Anotacion génica Cociente
estandar sistematico (control/AM)
Transporte de metales
SIT1 YELO65W Transportador de sideroforos 2,0
TIS11 YLR136C Proteina de union a mRNA 1,8
FIT3 YOR383C Manoproteina de la pared celular 1,8
FET3 YMRO58W Ferro-0,-oxidorreductasa 1,8
ZRT1 YGL255W Transportador de Zn de alta afinidad 1,7
FTR1 YER145C Permeasa de Fe de alta afinidad 1,5
FIT2 YOR382W Manoproteina de la pared celular 1,5
ARN1 YHLO40C Transportador de sideréforos 1,4
ARN2 YHL0O47C Transportador de sideroforos 1,4
Biosintesis de aminoacidos y vitaminas
HIS2 YFR025C Histidinolfosfatasa 2,1
ARG3 YJLO88W Ornitina carbamoiltransferasa 2,1
SNO1 YMRO95C Subunidad de la piridoxal 5'-f95fato sintasa con actividad 21
glutaminasa
SNZ1 YMR0O96W Subunidad de la piridoxal 5'-fosfato sintasa 2,0
TMT1 YER175C Trans-aconitato metiltransferasa 1,6
ARG5,6  YEROGOW N-acetil-gamma—glutamil-fosf_ato reductasa y acetilglutamato 15
quinasa
Miscelanea
RPSI6A  YMR143W Proteina estructural de !a subunidad pequefia (40S) del 22
ribosoma
coS7 YDL24SW Proteina endosomal involucrada en el recambio de proteinas 15

de membrana plasmatica

Para la validacién del analisis transcriptomico se realizaron PCRs cuantitativas en tiempo real,
que confirmaron que los 9 genes regulados por Aftl (SIT1, TIS11, FIT3, FET3, ZRT1, FTR1, FIT2,
ARN1 y ARN2) se reprimen en presencia de Amino22 (Figura R.14A). Se observé que otros dos
genes que pertenecen al reguldn de Aftl y de los cuales poseiamos cebadores disefiados para
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gRT-PCR, CCC2 y COT1, también se reprimieron. Asimismo, resultd interesante comprobar que
la represidn en los 11 genes analizados también ocurre en presencia de casaminodcidos.

Posteriormente se volvieron a hacer qRT-PCRs, esta vez partiendo de muestras crecidas en
presencia de sorbitol 1 M (Figura R.14B). También bajo estrés osmdtico, el Amino22 y los
casaminodcidos provocaron la represidn de los genes regulados por Aftl y, en la mayoria de
genes, esta represion fue mds aguda que la que tuvo lugar en ausencia de estrés.

Por ultimo, se comprobd si la expresion de los genes relacionados con la homeostasis de hierro
varia en medio SD normal y en medio con sorbitol 1 M en ausencia de tratamiento con
bioestimulante o casaminoacidos, constatando que practicamente no existen diferencias entre
ambas condiciones (Figura R.14C). Unicamente se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas en dos de los genes, ARN2 y SIT1, en los que la expresion relativa fue un 20 %
menor bajo estrés osmoético.
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Figura R.14. Los aminoacidos provocan la represion del regulon de Aftl en ausencia de estrés y en condiciones de
estrés osmotico. Mediante qRT-PCR se determind la expresion relativa de 11 genes del regulon de Aftl en células
crecidas hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg, = 0,4) en medio SD normal (A) y en medio SD
con sorbitol 1 M (B) en presencia de Amino22 (AM) y casaminoacidos (AA). C) Expresidn de los genes de transporte
de hierro en células crecidas en medio SD normal y en medio SD con sorbitol 1 M. *Diferencias significativas
respecto al control (P < 0,05).

3.5. El efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento y tolerancia a estrés es
independiente del factor de transcripcion AFT1

Los resultados anteriores ponen en evidencia que el tratamiento con aminoacidos tiene como
consecuencia la mejora del crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura y la represion de
los genes involucrados en la homeostasis de hierro. No obstante, los datos disponibles no son
suficientes para determinar si dicha mejora en presencia de aminoacidos estd mediada de
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alguna manera por la represion del reguldén de Aftl o si es independiente de ésta. De modo
gue se compard el crecimiento de la cepa silvestre con el de un mutante nulo para el gen AFT1
(Aaft1) y el de un mutante de sobreexpresién de este gen bajo su propio promotor (OEAFT1) y
se analizo el efecto de los aminoacidos sobre ambos mutantes (Figura R.15, Ay B).
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Figura R.15. El efecto positivo de los aminoacidos sobre el crecimiento y tolerancia a estrés es independiente de
AFT1. Tasa de crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de la cepa silvestre (WT) y de los
mutantes Aaft1 y OEAFT1 en presencia de Amino22 (AM) y casaminoacidos (AA) en medio SD normal y en medio SD
con sorbitol 1 M. C) Células WT y Aaftl crecidas en medio SD en presencia de AM y AA hasta la mitad de la fase
exponencial de crecimiento (Absgg = 0,4) se incubaron durante 30 min en los mismos medios bien con distintas
concentraciones de H,0, o0 a 44 2C, tras lo cual se determind la supervivencia. *Diferencias significativas respecto al
control (P < 0,05). *Diferencias significativas respecto al control de la cepa silvestre (P < 0,05).

En condiciones control (sin tratamiento), el mutante Aaftl presentd una tasa de crecimiento
un 25 % menor que la cepa silvestre, tanto sin estrés y como con estrés osmdético, y un
descenso del 13 % en el rendimiento de los cultivos con sorbitol 1 M, mientras que el mutante
de sobreexpresion OEAFT1 no mostré diferencias significativas respecto a la cepa silvestre en
ninguno de los dos parametros de crecimiento estudiados. Los tratamientos con Amino22 y
con casaminoacidos tuvieron un claro efecto positivo sobre ambos mutantes, incrementando
la velocidad de crecimiento y el rendimiento de los cultivos respecto a sus controles tanto en
ausencia de estrés como con estrés osmotico. También se analizo la supervivencia del mutante
Aaftl a H,0, y a choque térmico. Por un lado, la tolerancia del mutante a estrés oxidativo fue
menor que la de la cepa silvestre y, por otro, los casaminoacidos mejoraron sensiblemente la
supervivencia a ambos estreses (Figura R.15C). El aumento en la supervivencia a H,0, del
mutante Aaftl tratado con Amino22 respecto al control fue mucho menor que con
casaminodcidos, aunque frente a choque térmico ambos tratamientos produjeron la misma
mejora.
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Estos resultados indican que la mejora del crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura no
tiene su causa en la pérdida de funcidn de AFT1 y que los aminodcidos mejoran el crecimiento
y la tolerancia a estrés independientemente de |la presencia o ausencia de este gen.

3.6. El efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento y la tolerancia a estrés se reduce
con la activacion constitutiva de la ruta GAAC y depende parcialmente de la ruta
TORC1

La regulaciéon de la expresidon de los transportadores de hierro no parece ser un factor
determinante para desencadenar el efecto positivo de los aminodcidos en las células de la
levadura, por lo que seria ldgico considerar que dicho efecto pudiera deberse a la mediacién
de los dos principales mecanismos de regulacion de la homeostasis de aminoacidos: la ruta
GAAC y la ruta TORCL. Con el objetivo de analizar la implicacion de estas rutas en la respuesta
al Amino22 y a los casaminodcidos, se investigd su efecto sobre una serie de mutantes. Para el
estudio de la ruta GAAC se utilizaron los mutantes Agen2 y GCN2°. El primero es un mutante de
pérdida de funcidon de GCN2, el cual es incapaz de activar la respuesta a ayuno de aminodcidos
mediada por la ruta GAAC, y el segundo un mutante que expresa un alelo dominante de la
kinasa Gcn2 que permite la activacidén constitutiva de dicha ruta. Los dos mutantes mostraron
fenotipos de crecimiento lento, con una tasa de crecimiento inferior a la de la cepa silvestre,
sin embargo, las incubaciones con Amino22 y casaminodcidos resultaron aumentar
considerablemente la velocidad de crecimiento del mutante Agcn2 hasta alcanzar valores muy
similares a los del control de la cepa silvestre en las dos condiciones analizadas (Figura R.16A).
En cambio, en el mutante GCN2° crecido en presencia de aminodacidos, el incremento relativo a
su control fue 3 veces inferior que en el mutante Agcn2 en ausencia de estrés y entre 4y 5
veces inferior (segln se haya tratado con Amino22 o casaminodcidos, respectivamente) en
presencia de sorbitol 1 M. En cuanto al rendimiento de los cultivos en fase estacionaria, las
células control Agcn2 alcanzaron los mismos niveles que la cepa silvestre (Figura R.16B). Los
aminoacidos aumentaron el rendimiento de los cultivos de este mutante, no obstante, en
ausencia de estrés, este aumento fue menor que en la cepa silvestre. De nuevo, la respuesta a
aminodcidos del mutante GCN2° tendid a ser menor proporcionalmente a la del mutante nulo,
algo que se aprecia especialmente bajo estrés osmético. Al examinar la supervivencia de los
mutantes a estrés oxidativo y a estrés térmico se observa que ambos son mas sensibles que la
cepa silvestre a estrés oxidativo, aunque el mutante GCN2° tiende a dar una mayor tolerancia
(Figura R.16C). Los aminoacidos mejoraron la tolerancia a ambos estreses en el mutante
Agcn2, aunque, a diferencia de los casaminodcidos, el Amino22 no aumenté la supervivencia
bajo estrés oxidativo. El mutante GCN2° ho mostrd diferencias significativas en la supervivencia
a estos estreses cuando fue tratado con Amino22 o casaminodcidos. El hecho de que los
aminodcidos tengan un marcado impacto positivo sobre el crecimiento y la tolerancia a estrés
tanto en la cepa silvestre como en el mutante nulo de GCN2 indica que la proteina quinasa
Gcn2 no es requerida para su efecto. Sin embargo, dicho efecto se reduce considerablemente
en el mutante con Gen2 en su forma constitutivamente activa, por lo que la inhibicién de Gen2
parece necesaria para permitir a la célula aprovechar los aminodcidos.
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Figura R.16. El efecto positivo de los aminoacidos sobre el crecimiento y tolerancia a estrés en levadura no
requiere Gen2 pero se reduce cuando Gen2 estd constitutivamente activada. Tasa de crecimiento (A) y densidad
dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de la cepa silvestre (WT) y de los mutantes Agcn2 y GCN2° en presencia de
Amino22 (AM) y casaminoacidos (AA) en medio SD normal y en medio SD con sorbitol 1 M. C) Células crecidas en
medio SD en presencia de AM y AA hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg = 0,4) se incubaron
durante 30 min en los mismos medios bien con distintas concentraciones de H,0, o a 44 °C, tras lo cual se
determind la supervivencia. *Diferencias significativas respecto al control (P < 0,05). “Diferencias significativas
respecto al control de la cepa silvestre (P < 0,05).

Para estudiar la influencia de la ruta TORC1 en la respuesta de la levadura a los tratamientos
con Amino22 y casaminodcidos se usé el mutante Atorl, que presenta una actividad TORC1
ligeramente reducida pero que no es letal, ya que, como se ha comentado en la introduccidn,
la levadura posee dos genes TOR que pueden actuar en el complejo TORC1 (Loewith et al.,
2002; Loewith y Hall, 2011). También se utilizaron mutantes (Aegol, Aego3, Agtrl y Agtr2)
para cuatro de los componentes del complejo EGO, ya que la supresidn de cualquiera de estos
genes provoca una baja actividad TORC1 (Binda et al., 2009). No se incluyé el mutante del gen
EGO2 porque en el momento en el que se realizaron los experimentos no se conocia que
formase parte de dicho complejo. Por ultimo, se empleé el mutante de uno de los dos
principales efectores de TORC1, Asch9, el cual ha demostrado tener un fenotipo similar al de
las células tratadas con rapamicina (Pedruzzi et al., 2003; Jorgensen et al., 2004). No se pudo
usar un mutante de pérdida de funcién del otro principal efector de TORC1, Tap42, ya que éste
no es viable. El primer aspecto destacable del crecimiento de los mutantes mencionados es
gue todos exhibieron un crecimiento mas lento que la cepa silvestre, tanto sin estrés como con
estrés osmdtico (Figura R.17A). Es sabido que la mutacion de TORI1 tiene un efecto
relativamente pequefio sobre el tiempo de generacidén de S. cerevisiae debido a que posee el
gen TOR2 (Helliwell et al., 1994), lo que concordd con la disminuciéon en la tasa de crecimiento
del mutante Ator1 (un 15 % sin estrés y un 10 % bajo estrés osmoético). El mutante Agtr1 fue el
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que mas lento crecié (un 40 % mds despacio sin estrés y un 50 % bajo estrés osmético). Tanto
el Amino22 como los casaminodcidos aumentaron la velocidad de crecimiento en todas las
cepas. El incremento relativo en el mutante Asch9 fue menor que en la cepa silvestre, con y sin
estrés, y en el mutante Aego3 fue menor solo bajo estrés osmatico. En el resto de mutantes el
incremento relativo fue similar o superior al de la cepa silvestre. Respecto al rendimiento de
los cultivos, éste fue mayor en el mutante Atorl y en los mutantes del complejo EGO que en la
cepa silvestre (Figura R.17B). En este caso, los aminoacidos solo produjeron una mejora similar
a la que tiene lugar en la cepa silvestre en el mutante Aegol. En los demdas mutantes el
aumento relativo en el rendimiento fue menor o inexistente.
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Figura R.17. El efecto positivo de los aminodacidos sobre el crecimiento y tolerancia a estrés en levadura depende
parcialmente de la ruta TORC1. Tasa de crecimiento (A) y densidad dptica (DO) en la fase estacionaria (B) de la cepa
silvestre (WT) y de los mutantes Atorl, Aegol, Aego3, Agtrl, Agtr2 y Asch9 en presencia de Amino22 (AM) y
casaminodcidos (AA) en medio SD normal y en medio SD con sorbitol 1 M. C) Células Aego3 y Asch9 crecidas en
medio SD en presencia de AM y AA hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg = 0,4) se incubaron
durante 30 min en los mismos medios bien con distintas concentraciones de H,0, o a 44 2C, tras lo cual se
determind la supervivencia. *Diferencias significativas respecto al control (P < 0,05). “Diferencias significativas
respecto al control de la cepa silvestre (P < 0,05).
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Teniendo en cuenta los resultados de la velocidad de crecimiento y el rendimiento en
conjunto, fue en los mutantes Aego3 y Asch9 donde mas disminuyd el efecto relativo de los
aminoacidos, por lo que ambos se escogieron para analizar su tolerancia a estrés oxidativo y a
estrés térmico en presencia de aminodcidos. El primero mostré mayor tolerancia que la cepa
silvestre a ambos estreses, no obstante, los aminoacidos no mejoraron su supervivencia a
choque térmico y el incremento relativo respecto a su control bajo estrés oxidativo fue menor
qgue en la cepa silvestre (Figura R.17C). El segundo mostré una menor supervivencia que la
cepa silvestre con 1 mM de H,0,, pero no con 2 mM. Tampoco se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas tras el choque térmico entre las células Asch9 y las de la cepa
silvestre. Los tratamientos con Amino22 y casaminoacidos no mejoraron significativamente la
tolerancia a estrés térmico en este mutante, aunque si se observé una tendencia a que ésta
aumentase. En condiciones de estrés oxidativo, se observa que con 2 mM de H,0, la
supervivencia de las células Asch9 crecidas con aminodcidos aumentd respecto al control,
aunque el incremento relativo fue menor que en la cepa silvestre, mientras que con 1 mM de
H,0, los aminoacidos no aumentaron la supervivencia. En conjunto, estos resultados indican
que dos componentes de la ruta TORC1, Ego3 y Sch9, intervienen en la respuesta de la
levadura a los tratamientos con Amino22 y casaminodcidos.

3.7. Laruta GAAC controla la expresién del reguldn de hierro

Resultados anteriores sugieren que el mecanismo de accion del Amino22 y los casaminodcidos
para favorecer el crecimiento y tolerancia a estrés de S. cerevisiae se bloquea con la activacion
constitutiva de Gecn2 y requiere, al menos en parte, la activacion de la ruta TORC1. Sin
embargo, se ha visto en el apartado R.3.4 que los aminodacidos tienen otro efecto como es el
de la represion de genes relacionados con la homeostasis del hierro. Para abordar esta
cuestion, se planted la posibilidad de que los aminoacidos estuviesen provocando un aumento
del hierro intracelular y por ello se estuviesen reprimiendo genes regulados por Aftl, puesto
que este factor de transcripcidon responde a los niveles de hierro celulares. De modo que se
midié mediante espectrofotometria de absorcidon atémica el contenido en hierro total de
células de levadura de la cepa silvestre y del mutante Aaft1 crecidas en presencia de Amino22
y casaminodcidos. Los resultados se exponen en la Figura R.18.
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Al contrario de lo que podria esperarse, en las células de la cepa silvestre tratadas con
aminoacidos no se observé mas cantidad de hierro que en las no tratadas, es mas, el contenido
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en hierro total en las células crecidas con casaminoacidos fue un 17 % menor que en el control.
El tratamiento con Amino22 no provocé diferencias estadisticamente significativas, pero si se
aprecié una tendencia hacia una menor cantidad de hierro. El mutante Aaftl mostrd un
descenso del contenido en hierro respecto a la cepa silvestre, pero éste no varid
significativamente cuando fue tratado con aminodacidos. Estos resultados sugieren que en las
células de levadura tratadas con aminoacidos se produce un descenso del contenido
intracelular de hierro mediado, posiblemente, por Aft1.

En vista de la relacion existente entre la regulacion de la homeostasis de aminoacidos y la de
hierro, se quiso investigar si la ruta GAAC podria estar implicada. Para ello, se analizé la
expresion de 8 genes regulados por Aftl y reprimidos por aminodacidos (apartado R.3.4) en los
mutantes Agcn2 y GCN2°. De esos 8 genes, 6 (FTR1, FIT2, FIT3, ARN2, SIT1y TIS11) resultaron
estar reprimidos en el mutante de pérdida de funcion de GCN2, mientras que 7 de ellos (FET3,
FIT2, FIT3, ARN1, ARN2, SIT1 y TIS11) se indujeron en células con la forma constitutivamente
activa del gen (Figura R.19A). Con el objetivo de comprobar a través de otro mutante que Gcn2
controla la expresion de los genes del reguldn de Aftl, se usé una cepa con una mutacion en el
sitio de fosforilacion de Sui2/elF2a (S51A). La subunidad eif2a de este mutante no puede ser
fosforilada por Gen2 vy, por tanto, la cepa no tiene capacidad de activar la respuesta a ayuno de
aminodcidos que tiene como consecuencia la derrepresién de la traduccion de GCN4 vy la
inhibicién de la sintesis general de proteinas. Como se esperaba, el mutante SUI2-S51A mostrd
una marcada represién en los genes estudiados, siendo la expresion de 6 de ellos (FET3, FTR1,
FIT2, ARN2, SIT1 y TIS11) al menos 2 veces inferior que en la cepa silvestre (Figura R.19B). La
expresion de estos genes fue también estudiada en otro mutante de la ruta que carece del
factor de transcripcion Gcn4, regulado a nivel traduccional por Gcn2 y responsable la
biosintesis y toma de aminodcidos (ver Introduccién). En el mutante Agcn4 se indujeron
significativamente 4 genes (FIT2, FIT3, ARN1 y ARN2), aunque solo 3 de ellos mas de 1,5 veces
(Figura R.19C). Por consiguiente, queda claro que la represion del reguldn de Aftl por
aminodcidos depende de la inhibicién de la proteina quinasa Gcn2 pero no del factor de
transcripcién Gcnd. Un posible mecanismo es que Gcn2 activase Aftl a través de la
fosforilacién de elF2a.
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Figura R.19. La ruta GAAC regula la expresion de los genes involucrados en la homeostasis de hierro. Mediante
gRT-PCR se determind la expresion relativa de genes del sistema de transporte de hierro de alta afinidad en células
de las cepas mutantes (A) Agcn2 y GCN2S, SUI2-S51A (B) y Agcn4 (C) respecto a sus respectivas cepas silvestres
(WT). En el momento de la extraccion de las muestras de RNA, las células habian sido crecidas en medio SD hasta la
mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg = 0,4). *Diferencias significativas respecto al control (P < 0,05).

Estos resultados refuerzan la idea de que los aminoacidos regulan a nivel transcripcional los
genes involucrados en la homeostasis de hierro a través un mecanismo dependiente de la ruta
GAAC, lo que explicaria que cuando hay aminodcidos y, por tanto, una baja actividad de la
kinasa Gecn2, el reguldn de Aftl se reprima, mientras que cuando hay escasez de aminodcidos y
Gcn2 se activa, el regulon se induzca. Como se habia hecho anteriormente para los
tratamientos con aminoacidos, se quiso comprobar si los cambios de expresion en los genes
regulados por Aftl que se observaron en los mutantes de la ruta GAAC pudieran tener su
origen en alteraciones del contenido intracelular de hierro. Tal y como se indica en la Figura
R.20, las células de los mutantes Agcn2 y GCN2° no mostraron diferencias en la cantidad de
hierro total respecto a la cepa silvestre.

1,0 - Figura R.20. Los mutantes de GCN2 no presentan
o
2 T . alteraciones en el contenido intracelular de hierro.
f, 08 1 B T Mediante espectrofotometria de absorcién atémica se
S 0,6 A midié la concentracién intracelular de hierro en células
Y
° de la cepa silvestre (WT), Agcn2 y GCN2° cultivadas en
E 04 1 medio SD hasta la mitad de la fase exponencial de
% 02 crecimiento (Absggy = 0,4).
€
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Aunque probablemente Gcn2 active a Aftl y por tanto el transporte de hierro, esto sugiere
gue o bien otros mecanismos homeostaticos mantienen constante el hierro intracelular o bien
la expresion de los transportadores de hierro en las condiciones estudiadas no es lo
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suficientemente alta en términos absolutos como para que las diferencias de expresion
observadas entre cepa silvestre y mutantes conlleven cambios perceptibles en el contenido en
hierro total.

Un paso clave para la activacion transcripcional mediada por Aftl es su translocacién del
citosol al nucleo, por lo que se espera que en células en las que su reguldn esta inducido, Aftl
se encuentre mayoritariamente en el nlcleo, mientras que en células con el reguldn reprimido,
su localizacion sea principalmente citoplasmatica. Con el objetivo de seguir el movimiento de
Aftl en las cepas mutantes Agcn2, GCN2° y en la cepa silvestre, éstas fueron transformadas
con un plasmido que expresa Aftl marcado con GFP bajo el control de su promotor endégeno.
Las células se crecieron en medio pobre en hierro hasta la fase estacionaria (Figura R.21, Ay
B).

A WT Agcn2 GCN2°

Porcentaje de Aft1-GFP en
nucleo
L

Control Agcn2 GCN2¢

Figura R.21. La activacidn de Gcn2 provoca la localizacion de Aftl en el nicleo. A) Células de la cepa silvestre (WT),
Agcn2 y GCN2© fueron transformadas con un plasmido de alto nimero de copias que expresa Aftl marcado con GFP
bajo su promotor enddgeno. Las células se crecieron hasta la fase estacionaria en medio SD pobre en hierro (SD +
20 uM de BPS) y la localizacién subcelular de Aft1-GFP se determind mediante microscopia de fluorescencia. B) El
porcentaje de células mostrando Aft1-GFP en el nucleo fue cuantificado.
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En el mutante Agcn2, Aft1-GFP tuvo una localizacidn principalmente citosdlica, con el 24 % de
células mostrando localizacidon nuclear, mientras que en el mutante GCN2° Aftl-GFP de
detectd en el nucleo de aproximadamente el 61 % de las células. Las células de la cepa
silvestre mostraron un comportamiento intermedio, con Aft1-GFP situado en el nucleo del 34
% de las células. Estos datos contribuyen a demostrar que Gen2 controla el regulén de hierro
de una manera dependiente de Aft1.

Tal y como se ha comentado en la introducciéon, el mecanismo por el cual la levadura percibe
los niveles de hierro intracelulares esta relacionado con la formacion de complejos Fe/S, por lo
gue, aunque no haya cambios en la cantidad de hierro total en las células, variaciones en la
sintesis o percepcién de dichos complejos en los mutantes de Gcn2 podrian explicar las
diferencias en la localizacién de Aftl y, por lo tanto, en la expresion del regulén de hierro. De
manera que se pensd que si las células del mutante GCN2° tienen una deficiencia en la sintesis
de los complejos Fe/S, también mostrarian una mayor sensibilidad creciendo en un medio
pobre en hierro. De acuerdo con esta hipoétesis, el mutante Agcn2 podria tener una mayor
tolerancia a la falta de hierro. Efectivamente, tal y como se observa en la Figura R.22A,
mientras que en medio pobre en hierro el control de la cepa silvestre sufrié un descenso del
27 % en la tasa de crecimiento respecto al medio SD normal, el descenso en la cepa Agcn2 fue
sélo del 9 %. En cambio, la disminucién respecto al medio normal en la velocidad de
crecimiento del mutante GCN2° fue del 45 %. En cuanto al rendimiento de los cultivos en fase
estacionaria crecidos en medio SD normal no se observaron diferencias significativas entre los
mutantes y la cepa silvestre, sin embargo, en medio con bajo hierro, el rendimiento del
mutante Agcn2 fue un 26 % mayor que en la cepa silvestre, mientras que el del mutante GCN2°
fue un 78 % inferior (Figura R.22B).
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Figura R.22. La pérdida de funcion de GCN2 proporciona tolerancia a medio pobre en hierro mientras que su
activacion constitutiva da mayor sensibilidad. Tasa de crecimiento (A) y densidad éptica (DO) en la fase
estacionaria (B) de cultivos de la cepa silvestre (WT) y de los mutantes Agcn2 y GCN2° crecidos en medio normal

(SD) y medio pobre en hierro (SD -Fe: SD con YNB sin hierro + 5 uM BPS). *Diferencias significativas respecto al
control (P < 0,05).

Estos datos apoyan la hipdtesis antes propuesta de que los mutantes Agcn2 y GCN2© presentan
fenotipos de crecimiento opuestos en medio pobre en hierro, mostrando el primero una
mayor tolerancia y el segundo una mayor sensibilidad. Siguiendo con esta linea de
argumentacion, el mutante GCN2° deberia tener dificultades para crecer en un medio de
cultivo en el que la levadura se vea “forzada” a activar el metabolismo respiratorio en
detrimento del fermentativo, ya que los procesos respiratorios que tienen lugar en las
mitocondrias requieren numerosas enzimas que utilizan complejos Fe/S como cofactores. Asi
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pues, se crecieron los mutantes Agcn2 y GCN2° en medio minimo con galactosa (SGal). En
dicho medio, el mutante con la versidén constitutivamente activa de GCN2 fue incapaz de
crecer (Figura R.23). El mutante nulo, por el contrario, si crecié y alcanzé un rendimiento en la
fase estacionaria igual al de la cepa silvestre. Pese a que este mutante tuvo un mayor retraso
para iniciar el crecimiento (fase de latencia) y una menor velocidad de crecimiento en la fase
exponencial que la cepa silvestre, no se considerd un efecto particular del medio con galactosa
ya que estos fendmenos también tuvieron lugar en medio SD (Datos de duracién de la fase de
latencia en medio SD no mostrados. Para consultar los datos de tasa de crecimiento y
rendimiento de los cultivos de los mutantes Agcn2 y GCN2° ver Figura R.16).
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Figura R.23. El mutante GCN2° es incapaz de crecer en medio con galactosa como fuente de carbono. Curvas de
crecimiento de cultivos de la cepa silvestre (WT) y de los mutantes Agcn2 y GCN2© incubados durante 96 horas en
medio SGal.

4. Estudio del mecanismo de accién del bioestimulante Fulvato potasico

El Fulvato potasico resultd proteger frente a estreses osmotico, oxidativo y por altas
temperaturas, por lo que este bioestimulante también fue elegido para el estudio de su
mecanismo de accidon, comenzando con un analisis de la expresion global de genes mediante
micromatrices de DNA.

4.1. El Fulvato potasico provoca un aumento en el contenido intracelular de hierro y la
represion de los genes del regulon de Aftl

El andlisis transcriptdmico se basé en cuatro experimentos independientes de células crecidas
hasta la mitad de la fase exponencial en medio SD y en ausencia de estrés. En el tratamiento
con Fulvato potasico se encontraron tan solo 12 genes diferencialmente expresados, todos
ellos reprimidos (Tabla R.5). Las anotaciones génicas desconocidas se consultaron en la base
de datos SGD, sin embargo, fue sorprendente descubrir que, al igual que ocurrié con el
Amino22, 9 de los 12 genes (TIS11, SIT1, FET3, CCC2, FTR1, COT1, FIT2, ARN1 y ARN2) estan
regulados por el factor de transcripciéon Aftl. También se reprimieron los genes de una
subunidad del receptor de la particula de reconocimiento de sefial (SRP, del inglés Signal
Recognition Particle) y de un componente del complejo GARP (Golgi-Associated Retrograde
Protein), ademas, aparecié reprimido el RNA mensajero de una ORF que probablemente no
codifique niguna proteina funcional. Al tratarse de una ORF que solapa parcialmente con la del
gen CCC2, es muy posible que aparezca reprimida si la sonda de las micromatrices
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correspondiente a dicha ORF contiene una secuencia de cDNA que también hibride con el
mensajero de CCC2.

Tabla R.5. Genes reprimidos en células tratadas con Fulvato potasico (FU) respecto a células sin tratar (control).

Nombre Nombre P Cociente
Anotacion génica

estandar sistematico (control/FU)
Transporte de metales pesados
TIS11 YLR136C Proteina de uniéon a mRNA 33
SIT1 YELO65W Transportador de sideréforos 2.6
FET3 YMRO58W Ferro-0,-oxidorreductasa 2.0
cce2 YDR270W ATPasa tipo P transportadora de Cu(2+) 1.8
FTR1 YER145C Permeasa de Fe de alta afinidad 1.8
CoT1 YOR316C Transportador vacuolar de Zn 1.6
FIT2 YOR382W Manoproteina de la pared celular 1.5
ARN1 YHLO40C Transportador de sideréforos 1.5
ARN2 YHLO47C Transportador de sideréforos 1.5
Miscelanea
SRP102 YKL154W  Subunidad B del receptor de SRP (signal recognition particle) 2.6
VPS52 VDRASAW Componente del complejo GARP.(Go/gi-associated 16
retrograde protein)
Desconocida
) VDRI71C ORF dudosa. Poco probable que codifique una proteina 1.9

funcional. Solapa parcialmente con la ORF de CCC2

El analisis mediante micromatrices se validd realizando qRT-PCRs de los 9 genes del reguldn de
hierro que habian aparecido reprimidos y de otro gen regulado por Aftl (FIT3). Todos los
genes, excepto FIT3, mostraron una menor expresion relativa en células tratadas con Fulvato
potasico que en células control (Figura R.24A). La represidén del regulon de Aftl también se
produjo en un tratamiento con Fulvato potasico bajo condiciones de estrés osmatico y se pudo
detectar que la mayoria de genes se reprimen de forma mads acentuada que en ausencia de
estrés (Figura R.24B).
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Figura R.24. El Fulvato potasico provoca la represion del reguldn de Aftl en ausencia de estrés y en condiciones
de estrés osmoético. Mediante qRT-PCR se determind la expresion relativa de 10 genes del reguldon de Aftl en
células crecidas hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absggy = 0,4) en medio SD normal (A) y en
medio SD con sorbitol 1 M (B) en presencia de Fulvato potasico (FU). *Diferencias significativas respecto al control
(P <0,05).
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Para averiguar la causa de la represion de los genes del regulén de hierro, se midié su
contenido intracelular en células de la cepa silvestre y del mutante Aaft1 tratadas con Fulvato
potasico. Como se muestra en la Figura R.25, el Fulvato potasico provocd un incremento en el
contenido de hierro del 24 % en la cepa silvestre, mientras que en la cepa mutante no se
detectaron diferencias significativas. Esto sugiere que el tratamiento con Fulvato potasico
aumenta el contenido en hierro total de las células de levadura de una forma dependiente de
AFT1 y es una causa probable de la represion observada en los genes que regulan la
homeostasis de hierro.

Figura R.25. El Fulvato potasico provoca un aumento
OControl WFU dependiente de AFT1 en el contenido total de hierro.
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4.2. El uso del Fulvato potasico como fuente de hierro depende de FET3.

El hecho de que en el mutante nulo de AFT1 tratado con Fulvato potdsico no se produjese el
aumento de contenido en hierro que si tuvo lugar en la cepa silvestre indica que,
probablemente, el hierro fue transportado a través del sistema de transporte de alta afinidad,
qgue como se ha comentado en la introduccidn, opera a través de dos rutas paralelas. Una de
ellas implica un paso de reduccidn en la cara externa de la membrana plasmatica de las células
y la otra estd mediada por siderdforos. Asi que se comprobé si el Fulvato potasico puede
funcionar como una fuente de hierro para la levadura y si para ello requeriria la ruta
transporte reductiva (dependiente del gen FET3) o el sistema de transporte de siderdforos
(dependiente de la familia de transportadores ARN1-4). Con este objetivo, se utilizaron una
serie de cepas del fondo genético YPH499 con mutaciones en cada una de las dos rutas de
forma independiente y en ambas a la vez: un mutante simple Afet3, un cuadruple mutante
Aarnl-4 y un mutante quintuple Afet3 Aarnl-4. Bajo ayuno de hierro, no se detectd apenas
crecimiento de ninguna de las tres cepas mutantes ni de la cepa silvestre (Figura R.26). En
cambio, cuando se anadid Fulvato potdsico a medio pobre en hierro, la cepa silvestre y el
mutante Aarnl-4 pudieron crecer con normalidad, indicando que S. cerevisiae puede utilizar el
bioestimulante como fuente de hierro y que para su aprovechamiento se requiere el gen FET3.
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Figura R.26. Requerimiento de FET3 para el crecimiento en medio pobre en hierro con Fulvato potasico. Cepas de
los genotipos indicados se replicaron en diluciones seriadas sobre medio SD con YNB sin hierro y 20 uM de BPS en
ausencia (-Fulvato) o presencia (+Fulvato) de 0.5 ul/ml de Fulvato potasico y se incubaron durante 4 dias a 28 C.

4.3. El incremento de la tolerancia a estrés abidtico en presencia de Fulvato potasico
depende de FET3

Puesto que la entrada de hierro en presencia de Fulvato potasico dependid del sistema de
transporte de alta afinidad y, en concreto, del transportador FET3 y que la mejora de la
tolerancia a estrés correlacioné con un mayor contenido intracelular de hierro en la levadura,
se analizd el efecto del bioestimulante sobre los mutantes nulos Aaftl y Afet3 y sobre el
mutante de sobreexpresion de AFT1. Las caracteristicas del crecimiento y tolerancia a estrés
de los mutantes Aaftl y OEAFT1 sin tratamiento con el bioestimulante ya se han comentado
en el apartado R.3.5. El mutante Afet3 crecié mas despacio que la cepa silvestre, aunque el
rendimiento final de los cultivos en fase estacionaria no cambid significativamente (Figura
R.27, A y B). No obstante, el incremento en la tasa de crecimiento que se aprecid en la cepa
silvestre cuando fue tratada con Fulvato potdsico bajo estrés osmadtico desaparecié en los
mutantes Aaftl y Afet3. En el OEAFT1 la velocidad de crecimiento con sorbitol tendid a
aumentar, aunque no hubieron diferencias significativas. Para analizar la tolerancia a estreses
oxidativo y por altas temperaturas en presencia de Fulvato potasico se usaron los mutantes
Aaftl y Afet3. El Fulvato potasico no aumentd la supervivencia a ambos estreses en la cepa
Afet3, a diferencia de lo que ocurrié en la cepa silvestre (Figura R.27C). El bioestimulante
tampoco mejord la tolerancia a estrés oxidativo en el mutante Aaftl, aunque si a choque
térmico.
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Figura R.27. El efecto positivo del Fulvato potasico sobre la tolerancia a estrés depende de FET3. Tasa de
crecimiento (A) y densidad 6ptica (DO) en la fase estacionaria (B) de la cepa silvestre (WT) y de los mutantes Aaft1,
OEAFT1 y Afet3 en presencia de Fulvato potdsico (FU) en medio SD normal y en medio SD con sorbitol 1 M. C)
Células crecidas en medio SD en presencia de FU hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento (Absgg, = 0,4)
se incubaron con distintas concentraciones de H,0, o a 44 2C durante 30 min. El tratamiento con H,0, fue llevado a
cabo en el medio de crecimiento original (sin lavar) o en medio fresco sin FU después de haber lavado las células 3
veces con agua MilliQ (lavando). Finalmente se determind la supervivencia. *Diferencias significativas respecto al
control (P < 0,05). “Diferencias significativas respecto al control de la cepa silvestre (P < 0,05).
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Discusion

Con el objetivo de facilitar la discusion, se comentan los efectos de los bioestimulantes y sus
posibles mecanismos de accion de forma individual. Cabe destacar que todos los
bioestimulantes resultaron beneficiosos, en mayor o menor medida, frente a al menos un tipo
de estrés abidtico (Tabla R.1). Por consiguiente, su aplicacion en la agricultura podria mejorar
los rendimientos de los cultivos en determinadas condiciones adversas, teniendo en cuenta la
amplia conservacion entre S. cerevisiae y plantas de los mecanismos generales de respuesta a
estrés y, particularmente, de los sistemas homeostaticos involucrados en el efecto de los
bioestimulantes estudiados en mayor profundidad: Fulvato potasico y Amino22 (ver apartado
1.3). El resto de los bioestimulantes (Extracto de algas, Vinacillas, Fosfito y Acido himico)
resultaron menos efectivos que los dos anteriores y por tanto su modo de accidn no fue objeto
de investigacion, a pesar de que en la discusidn se comentan posibles mecanismos a partir de
los resultados de crecimiento y tolerancia a estrés y a la escasa informacidn que se tiene sobre
su composicidn. En cualquier caso, determinar el mecanismo de accidn de bioestimulantes que
derivan de extracciones complejas y que a menudo son agregados de compuestos de origen
organico e inorganico es una tarea realmente complicada, mds aun si se tiene en cuenta que,
posiblemente, su efecto se deba en muchas ocasiones al resultado de la accién sinérgica de
varios de sus componentes.

Extracto de algas

El Unico efecto observado sobre la levadura en el tratamiento con Extracto de algas consistio
en un ligero aumento de la velocidad de crecimiento bajo condiciones de estrés salino. Dicho
aumento resultéd mas evidente a medida que se incrementd la concentracién de NaCl (Figuras
R.7A, R.9A y R.10A). Ademas, fue el Unico bioestimulante junto al Amino22 que no tuvo
efectos inhibitorios en ninguna de las diferentes condiciones de crecimiento estudiadas, ni
siquiera con la dosis de empleo mas alta (Figuras R.3-8). A priori podria esperarse que el
Extracto de algas tuviese una mayor influencia positiva sobre el crecimiento y tolerancia a
estrés, tal y como ocurre en plantas. Se han demostrado los beneficios que producen
tratamientos con extractos de distintas especies de algas sobre el rendimiento y calidad de las
cosechas gracias a su contenido en multiples compuestos con actividad estimulante del
crecimiento y de la proteccion frente a estrés (Khan et al., 2009). Por ejemplo, los extractos de
algas aportan directamente e inducen la produccién endégena de hormonas con la capacidad
de promover el desarrollo radicular, especialmente compuestos tipo auxina, y de mejorar la
floracion, el desarrollo del fruto y la tolerancia a estrés, sobre todo compuestos con actividad
citoquinina (Khan et al., 2009; Calvo et al., 2014). Las betainas, presentes en los extractos de
algas, estan involucradas en la tolerancia a estrés en plantas (Ashraf y Foolad, 2007). Ademas,
éstas parecen favorecer la acumulacion de clorofila en las hojas a través de un descenso en la
degradacion de la misma, lo que correlaciona con mayores rendimientos (Whapham et al.,
1993; Blunden et al., 1997). Asimismo, los extractos de algas mejoran la fertilidad del suelo,
incrementan su capacidad de retencion de la humedad y promueven el crecimiento de
microorganismos beneficiosos (Khan et al., 2009; Craigie, 2011). Por lo tanto, es probable que
buena parte de los compuestos que contienen beneficien particularmente a los cultivos
vegetales pero no a S. cerevisiae, lo que justificaria el nulo efecto del Extracto de algas sobre la
levadura en ausencia de estrés y bajo condiciones de estrés osmdtico, oxidativo y térmico. En
cambio, la mejora que produjo el Extracto de algas en el crecimiento con estrés salino sugiere
qgue este bioestimulante contiene compuestos que, bien directamente o bien mediante la
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estimulacién de rutas de defensa, actian de forma especifica frente a dicho estrés. Aparte del
desajuste osmatico y los estreses derivados como la produccién de ROS (ver apartado 1.2.3), el
estrés salino provoca la acumulacion de Na® a niveles téxicos en las células. Una importante
diferencia entre levadura y plantas es que en levadura la toxicidad del CI" no es significativa,
mientras que en plantas puede ser tan importante como la toxicidad del Na* (Serrano y
Gaxiola, 1994). Los principales efectos toxicos del Na® consisten en la disminucién de la
entrada de cationes esenciales como el K* y la inhibicién de la actividad de numerosas enzimas
(Mahajan y Tuteja, 2005). La reduccién del cociente K'/Na* de la célula en presencia de NaCl
compromete su viabilidad (Cakmak, 2005; Yenush, 2016). El Na* inhibe la entrada de K" por dos
mecanismos: compite con el K por la entrada a través de sistemas de baja afinidad y
depolariza la membrana plasmatica, lo cual inhibe la entrada de K* (Blumwald et al., 2000;
Hasegawa et al., 2000). Ademas, altas concentraciones de sal (a partir de 0,4 M) alteran la
estructura de las proteinas, mientras que con concentraciones menores (de en torno a 0,1 M)
el Na* actia como inhibidor competitivo en los sitios de unién especificos de las enzimas que
emplean cofactores catiénicos como el K" y el Mg (Serrano et al., 1999). En el caso de la
enzima Hal2 de levadura, el K* contrarresta la inhibicidn causada por el desplazamiento del
Mg esencial por el Na* (Murguia et al., 1995), en lo que podria ser una caracteristica general
en sus dianas de toxicidad (Serrano et al., 1999).

En plantas, se ha descrito el incremento de tolerancia a condiciones de salinidad con
tratamientos basados en extractos de algas (Nabati et al., 1994). Asimismo, estos extractos
parecen tener capacidad quelante y aumentan la disponibilidad y la toma de nutrientes
minerales, entre ellos el K (Khan et al., 2009; Calvo et al., 2014). Beckett y van Staden (1989)
mostraron que un extracto de algas aumenta la tolerancia a deficiencia de K en plantas de
trigo. Mas tarde, en experimentos con plantas de vid, se relaciondé el tratamiento con un
extracto de algas a una mayor toma de K' unida a un mayor crecimiento y una mayor
acumulacién de macronutrientes en los érganos vegetales (Mancuso et al., 2006). En este
mismo trabajo el extracto de algas aumenté la tolerancia a estrés hidrico. Recientemente, la
aplicacion de extractos de algas en almendro se ha asociado a una mayor toma de K" y un
mayor crecimiento, tanto en condiciones de suficiencia de K y como en su deficiencia (Saa et
al., 2015). Ademas, en plantas y en levadura, el aumento de la toma de K" es una de las
respuestas tipicas de las células a condiciones de estrés salino y parece correlacionar con la
capacidad de tolerancia a dicho estrés (Serrano y Gaxiola, 1994; Serrano et al., 1999).

Los resultados obtenidos en esta investigacién, junto con la informacién aportada por los
trabajos publicados en plantas y levadura, sugieren que el bioestimulante Extracto de algas
podria estar favoreciendo la toma de K* en las células de levadura, suplementando el medio de
cultivo con K o ambas cosas al mismo tiempo. Previamente, la adicién de iones K* se ha
demostrado beneficiosa para la tolerancia a estrés salino en levadura (Narasimhan et al.,
2004). En el tratamiento con Extracto de algas bajo condiciones de estrés salino, una mayor
entrada de K* prevendria en cierta medida la entrada de Na* (al reducir la polaridad de la
membrana plasmatica y competir por el transporte), restauraria parcialmente el cociente
K*/Na®" y contrarrestaria la inhibicién de las enzimas causada por el Na’, incrementando la
tolerancia de la levadura al estrés. Ademas, el K* contribuiria a ajustar el equilibrio osmético
celular (Hasegawa et al., 2000). No obstante, haria falta una investigacién mas exhaustiva para
poder afirmar que la tolerancia a estrés salino observada en el tratamiento con Extracto de
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algas se debe efectivamente a una mayor entrada de K" en las células. En cualquier caso, este
posible mecanismo de tolerancia a NaCl en el tratamiento con Extracto de algas seria
extrapolable a células vegetales (Serrano y Gaxiola, 1994), de modo que, aunque los efectos y
mecanismos de accion de los extractos de algas frente a estrés salino siguen estando poco
caracterizados en plantas, al menos parte de la tolerancia que parecen proporcionar frente a
dicho estrés podria explicarse por una mayor entrada de K* en los tejidos.

Vinacillas

El tratamiento con Vinacillas mejoro la tasa de crecimiento bajo condiciones de estrés salino,
tanto en medio SD (Figuras R.9A y R.10A) como en las pruebas preliminares en medio YPD
(Figura R.1A), y resultdé aumentar la supervivencia tras choque térmico (Figura R.9C).
Asimismo, produjo una ligera disminucién en el rendimiento de los cultivos tanto en ausencia
como en presencia de estrés (Figuras R.9B y R.10B). Dicha reduccién parecié depender de la
dosis de Vinacillas empleada (Figuras R.1B y R.6B). En este caso, al desconocerse
completamente la composicién del bioestimulante, es especialmente dificil especular sobre el
modo en el que éste ejerce sus efectos sobre las células de S. cerevisiae. El hecho de que tenga
lugar un aumento en la velocidad de crecimiento en presencia de NaCl pero no en la de
sorbitol indica que el Vinacillas actua especificamente frente a la toxicidad del Na* y no frente
al estrés osmético. Una posibilidad es que el Vinacillas contenga compuestos capaces de
conferir proteccién a las proteinas de la levadura frente a la desnaturalizacién que provocan
concentraciones salinas superiores a 0,4 M debido a la alteracién del equilibrio hidrofébico-
electrostdtico entre las fuerzas que mantienen las estructuras proteicas (Wyn-Jones y Pollard,
1983). La proteccidn de las proteinas también podria explicar la tolerancia a choque térmico
gracias a una disminucién en la desnaturalizacidn y agregacion de éstas durante el estrés. No
obstante, no se pueden descartar otras posibilidades, como que el bioestimulante aporte
nutrientes cuya entrada en la célula se inhiba bajo condiciones de estrés (por ejemplo el K
durante el estrés salino) o que contenga compuestos que protejan a las membranas frente a
choque térmico. Por otro lado, es probable que la menor densidad dptica en la fase
estacionaria sea consecuencia de la interferencia de uno o varios componentes del
bioestimulante con la respiracién mitocondrial, lo que se traduciria en una inhibicion del
crecimiento tras la diauxia. Tal y como se ha comentado en la introduccidn, es al llegar a esta
fase cuando la levadura, tras agotar la glucosa, cambia de un metabolismo fermentativo a uno
respiratorio para el cual requiere una alta actividad mitocondrial que le permita consumir el
etanol producido durante la fase fermentativa. Ciertos componentes del bioestimulante
podrian inhibir algunas enzimas o dificultar determinadas reacciones que tienen lugar durante
la respiracién mitocondrial, disminuyendo su eficiencia y afectando negativamente al
rendimiento de los cultivos en la fase estacionaria.

Fosfito

El Fosfito confirié proteccion frente a estrés salino, aumentando la velocidad de crecimiento y
el rendimiento de los cultivos (Figuras R.9 y R.10, A y B), y frente a estrés por choque térmico
(Figura R.9C). En cambio, inhibid la tasa de crecimiento en ausencia de estrés en medio de
cultivo SD (Figura R.9A) y, de forma mas fuerte, también la inhibié en medio YPD (Figura R.1A).
La inhibicion de la velocidad de crecimiento en las células tratadas con Fosfito se pudo
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contrarrestar afiadiendo un exceso de fosfato al medio de cultivo (Figura R.2), lo que no fue
sorprendente puesto que se sabe que el fosfito es un analogo no metabolizable del fosfato que
resulta toxico al impedir la adaptacion de la levadura (y de las plantas) al ayuno de fosfato
(Carswell et al., 1996; McDonald et al., 2001b; Ticconi et al., 2001). Por otra parte, los efectos
positivos del Fosfito sobre la tolerancia a estrés podrian ser debidos al K presente en su
composicion. Como se explica en el apartado M.2, el compuesto referido aqui como Fosfito es
una combinacién de fosfito (30 % p/p) vy K (20 % p/p). La presencia del Fosfito en el medio de
cultivo aportaria K, que, en el caso del estrés salino, contribuiria a mantener un cociente
K*/Na" intracelular alto en relacién al tratamiento control y contrarrestaria parte de los efectos
negativos de la sal. Ademas, el K" ayudaria a mantener un balance osmético mas adecuado, lo
que, en presencia de sorbitol, podria compensar la inhibicién en la velocidad de crecimiento
que causa el Fosfito sin estrés (Figura R.9A). Asimismo, los resultados parecen indicar que una
mejora en el aporte de K en condiciones de estrés por choque térmico podria aumentar la
tolerancia de los cultivos tratados con Fosfito. Por lo tanto, puesto que no se han demostrado
efectos nutricionales ni bioestimulantes previamente en el uso de productos basados en
fosfito (Thao y Yamakawa, 2009), lo mas probable es que el beneficio del tratamiento con este
bioestimulante sobre la tolerancia a estrés se deba a la suplementacién con K.

Acido himico

El tratamiento con Acido humico inhibié ligeramente la tasa de crecimiento en ausencia de
estrés y bajo estrés salino (Figura R.9A). En las pruebas preliminares, la inhibicion de la
velocidad de crecimiento dependié de la dosis de bioestimulante empleada y también se
observd bajo estrés osmoético (Figura R.8A). Ademds, los cultivos tratados con las dosis altas
del bioestimulante (1 y 2 pl/ml) tuvieron rendimientos en la fase estacionaria sensiblemente
inferiores a aquellos tratados con la dosis de uso elegida (0,5 ul/ml), especialmente en
ausencia de estrés y bajo estrés salino (Figura R.8B). Los acidos humicos se caracterizan por
contener en general compuestos con un elevado peso molecular y unirse a las paredes de las
células vegetales (Nardi et al., 2002; 2009). Sus principales beneficios en la agricultura
consisten en la mejora de la estructura del suelo y de la disponibilidad de nutrientes y en
favorecer el desarrollo radicular (consecuencia de su actividad tipo auxina), lo cual conlleva un
mayor crecimiento y rendimiento de los cultivos (Trevisan et al., 2010; Calvo et al., 2014). Sin
embargo, se ha documentado que aplicaciones de acidos himicos en cantidades supradptimas
pueden inhibir el crecimiento de las plantas (Vallini et al., 1993; Atiyeh et al., 2002; Asli y
Neumann, 2010) y se ha sugerido que podria deberse a que la acumulacién de agregados
supramoleculares de acidos himicos en las paredes celulares de las raices limita el transporte
de agua y provoca una reduccion en el crecimiento de la parte aérea (Asli y Neumann, 2010).
En levadura, que como las células vegetales tiene pared celular, buena parte de los acidos
hdmicos también podrian quedar unidos a la superficie celular, siendo ésta una posible causa
de la disminucidn en el crecimiento con concentraciones elevadas de Acido himico. Asimismo,
se ha constatado en raices de arroz que tratamientos con altos niveles de acidos humicos
elevan la produccion de ROS, pudiendo causar la peroxidacién de los lipidos y afectar
negativamente al crecimiento y desarrollo radicular, mientras que los tratamientos con niveles
moderados si favorecen el crecimiento y no causan la peroxidaciéon de lipidos (Berbara y
Garcia, 2014). Por ello un exceso de estas sustancias podria tener efectos negativos también a
nivel de estrés oxidativo.
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Por otra parte, el Acido himico mejord la tolerancia de las células de levadura a estrés
oxidativo y a estrés térmico (Figura R.9C). Pese a producir un claro aumento en la
supervivencia al estrés oxidativo causado por el tratamiento con H,0,, se demostré que el
Acido humico no actia degradando directamente este compuesto en el medio de cultivo
(Figura R.9D). En cambio, el bioestimulante podria ser capaz de eliminar otras ROS o activar
sistemas celulares antioxidantes cuando se usa en cantidades moderadas. Por ejemplo, en
estudios llevados a cabo en plantas de arroz, los acidos humicos resultaron tener efectos
positivos frente al estrés oxidativo generado bajo estrés hidrico, reduciendo el contenido en
H,0, (Garcia et al., 2012; 2013) y favoreciendo una mayor conservacion de la permeabilidad de
las membranas (Garcia et al., 2012). El estrés por altas temperaturas también genera estrés
oxidativo y, por lo tanto, el ligero aumento en la tolerancia a choque térmico en el tratamiento
con Acido huimico podria tener su causa en una mayor proteccién frente a ROS. Teniendo en
cuenta la capacidad de las sustancias humicas para quelar iones, no se puede descartar que
este bioestimulante favorezca la toma de algun nutriente que sea deficitario bajo situaciones
de estrés oxidativo y térmico, como parece ser el caso del Fulvato potasico.

Amino22

El tratamiento con este bioestimulante basado en aminodcidos fue el mas efectivo en la
mejora del crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura. Se observé un considerable
incremento tanto en la tasa de crecimiento como en el rendimiento de los cultivos crecidos en
ausencia de estrés y bajo estrés osmotico (Figura R.9 A y B). El Amino22 también mejoro el
crecimiento bajo estrés salino (NaCl 0,64 M), si bien el aumento en ambos pardmetros fue
sensiblemente menor que en ausencia de estrés o con sorbitol. Es mas, con NaCl 1 M elevd
ligeramente la velocidad de crecimiento pero no hubieron diferencias significativas en cuanto
al rendimiento de los cultivos en la fase estacionaria (Figura R.10 A y B). Asimismo, el
tratamiento con Amino22 supuso un importante incremento en la supervivencia de las células
después de ser sometidas a estrés oxidativo y a choque térmico (Figura R.9C), pese a que se
constatd que el compuesto no tiene capacidad para degradar H,0, (Figura R.9D). Los
resultados del tratamiento con Amino22 indican que su efecto positivo sobre el crecimiento no
es especifico de estrés y que la salinidad reduce considerablemente dicho efecto. Zaborske y
colaboradores (2009) demostraron que el NaCl provoca la acumulacién de tRNAs descargados
y la activacidn de la quinasa Gen2 con la consiguiente fosforilacion de elF2a. Por lo tanto, el
hecho de que la mejora del crecimiento bajo estrés salino en el tratamiento con Amino22
fuese mucho menor que en condiciones normales o bajo estrés osmoético se debe
probablemente a la deacilacién de tRNAs en presencia de NaCl, lo cual tendria como
consecuencia la pérdida de efectividad de la aplicacion de aminoacidos. Sin embargo, el origen
de la deacilacién de los tRNAs bajo estrés salino no esta completamente claro. La alta salinidad
afecta negativamente a la toma de aminodacidos (Norbeck y Blomberg, 1998; Goosens et al.,
2001; Pascual-Ahuir et al., 2001; Uesono y Toh-e, 2002). En este sentido, el balance K'/Na*
parece ser crucial y su desajuste en presencia de NaCl alteraria el potencial eléctrico de la
membrana plasmatica, lo cual perjudicaria al transporte de nutrientes (Narasimhan et al.,
2004). Sin embargo, altas concentraciones tanto de Na* como de K* inhiben por igual la toma
de aminodcidos pero solo el Na* activa la ruta GAAC (Goosens et al., 2001). Ello unido al hecho
de que el NaCl también produce acumulacién de tRNAs deacilados en células crecidas con
exceso de aminodacidos y en células de cepas prototrofas, capaces de sintetizar todos los
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aminodcidos, indica que a la activacién de Gen2 contribuyen otros procesos celulares mas alla
de la perturbacion de la sintesis y del transporte de aminodcidos (Narasimhan et al., 2004;
Zaborske et al., 2009). Por ejemplo, la activacion de Gcn2 por rapamicina, que también
requiere un dominio HisRS funcional (Narasimhan et al., 2004), se debe a la defosforilacion de
la Ser577 de Gcn2 mediada por TORC1 de forma que aumenta su afinidad por tRNAs
descargados (Cherkasova y Hinnebusch, 2003). Esto muestra que la regulacidon de Gen2 podria
tener lugar a través de rutas de sefalizacidn alternativas que actuasen independientemente o
en paralelo a la deacilacién de tRNAs. No obstante, Hueso y colaboradores (2012)
determinaron que bajo estrés por acidificacién intracelular se produce la deacilacién de
tRNA"" pero no disminuyen los niveles de leucina, lo que sugiere que la quinasa Gen2 puede
ser activada sin ayuno de aminodcidos en condiciones de estrés que inhiban las enzimas
aminoacil-tRNA sintetasas y, en consecuencia, provoquen la acumulacion de tRNAs
descargados. La deacilacion de tRNAs podria ser, por tanto, una sefal activada por multiples
estreses, no solo el ayuno de aminoacidos, que permitiese a las células reducir el crecimiento y
el gasto energético y reprogramar su metabolismo en situaciones en las que ve comprometida
su viabilidad. Por otro lado, el tratamiento con Amino22 apenas tuvo efecto en las pruebas
preliminares en medio rico YPD, ya que tan solo mejord la tasa de crecimiento y el rendimiento
bajo estrés salino y ligeramente el rendimiento con estrés osmatico (Figura R.1 A y B). Dado
que afadir el bioestimulante no constituye una ventaja en condiciones normales, se deduce
que este medio de cultivo contiene aminoacidos en exceso. Sin embargo, el incremento de la
tolerancia frente a estrés salino se explicaria porque el aporte adicional de aminodcidos a un
medio ya de por si rico en estos nutrientes podria compensar parcialmente la deacilacién de
tRNAs causada por el NaCl.

El Amino22 fue objeto de una investigacion mds intensiva con el propdsito de desentrafiar su
mecanismo de accién. Se sabia que este bioestimulante estd basado en una mezcla de
aminodcidos obtenida por hidrélisis quimica, no obstante, se considerd la posibilidad de que
otros componentes de origen no proteico presentes en este hidrolizado pudiesen contribuir a
su efecto estimulatorio sobre el crecimiento y la tolerancia a estrés. Se determind que la
adicion de 1 g/l de casaminoacidos tiene el mismo efecto sobre la levadura que el tratamiento
con Amino22 (Figura R.11), lo que llevd confirmar que el principio activo del bioestimulante
son los aminoacidos. Por esta razén se tomo el tratamiento con 1 g/l de casaminoacidos como
un control de composicidon conocida en sucesivos experimentos. El andlisis individual de cada
uno de los aminodcidos que componen el hidrolizado de caseina acida mostréo que el
incremento que éste produce en la tasa de crecimiento y en el rendimiento de los cultivos en
ausencia de estrés (Figura R.12 A y B) y bajo estrés osmético (Figura R.12 C y D) se debe,
probablemente, a un efecto aditivo de los distintos aminodcidos, si bien algunos de ellos
parecen tener mayor repercusion que otros a la hora de mejorar los parametros analizados. En
la tabla R.2 se muestra una seleccion de los aminodcidos que resultaron influir de forma mas
positiva en el crecimiento de la levadura (con y sin estrés) a partir de la cual se disefiaron
combinaciones cuyo efecto fue evaluado. El tratamiento con la combinacién de los
aminodacidos Glu, lle, Leu y Phe (C2) no mostré diferencias significativas respecto al
tratamiento con el Amino22 y tuvo unos resultados muy similares al tratamiento con
casaminodcidos (Figura R.12 E y F). Otras combinaciones a las que a los cuatro aminoacidos
recién mencionados se les afiadié o bien Arg (C3) o bien Arg y Val (C4) tampoco presentaron
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diferencias significativas respecto a la C2. Estos resultados sugieren que los aminodcidos de la
C2 son los mas relevantes para la mejora del crecimiento observada en las células tratadas con
el hidrolizado de caseina acida. La combinacion C1 (que contiene solo lle, Leu y Phe)
incrementd considerablemente el rendimiento de los cultivos tanto en ausencia de estrés
como con estrés osmético (Figura R.12 F), en cambio mejoré poco (no mostré diferencias
estadisticamente significativas) la tasa de crecimiento en ambas condiciones (Figura R.12E), lo
que apunta a que el Glu tiene una importancia notable en el aumento de la velocidad de
crecimiento. Asimismo, el tratamiento con la C2 protegié frente a estrés oxidativo y no mostrd
diferencias significativas respecto a los tratamientos con Amino22 y los casaminodcidos, a
pesar de mostrar una tendencia a una menor supervivencia (Figura R.12G). El Glu es un
aminodcido de especial relevancia en levadura y plantas ya que, ademds de ser parte
estructural de las proteinas, constituye una fuente principal de nitrogeno para las células a
partir de la cual se sintetiza glutamina, que a su vez es un precursor esencial para la biosintesis
de otros aminodacidos asi como de purinas y pirimidinas. Es importante sefialar que la actividad
del complejo TORC1, que controla el crecimiento en respuesta a nutrientes, es particularmente
sensible a GIn (Crespo et al., 2002), que deriva del Glu, y a Leu (Binda et al., 2009; Cohen y Hall,
2009). Ademas, el Glu forma parte del glutation, resultando de gran importancia en la defensa
frente a ROS (Noctor et al.,, 2002) y en el metabolismo del hierro (Hider y Kong, 2011). De
hecho, el Glu es uno de los principales aminoacidos aplicados sobre los cultivos agricolas, tanto
de forma individual como dentro de mezclas con otros aminodcidos, debido a su capacidad
estimuladora del crecimiento y tolerancia a estrés abiotico (Calvo et al., 2014). Por lo tanto, y
también teniendo en cuenta que el Glu es el aminoacido mds abundante en el hidrolizado de
caseina 4cida (Tabla A.2, Anexo Il), no es de extrafiar el impacto de este aminodcido en el
crecimiento y tolerancia a estrés apreciado en los experimentos con levadura. Un aspecto a
considerar es que la cepa de levadura empleada en los experimentos (BY4741) es auxétrofa
para His, Leu y Met y por ello se creyé conveniente evaluar si en el efecto de los tratamientos
con Amino22 y casaminodcidos pudiese influir una complementacién de las auxotrofias mas
robusta. Los experimentos con la cepa S288C, que es la originaria silvestre de la BY4741 y que
no tiene auxotrofias, muestran que el efecto del Amino22 y de los casaminoacidos sobre la
tasa de crecimiento no se puede justificar por una mayor aportacidon de los requerimientos
auxotréficos (Figura R.13A). En cambio, la complementacién de las auxotrofias influyo
parcialmente en los rendimientos en fase estacionaria (Figura R.13B), probablemente, debido
a que los suplementos auxotrdéficos presentes en el medio de cultivo se van agotando por el
crecimiento de la levadura y escasean tras el cambio diduxico. Por consiguiente, se puede
concluir que la existencia de auxotrofias en la cepa de referencia (BY4741) uUnicamente
acrecienta el efecto positivo de los aminoacidos sobre el rendimiento de los cultivos en fase
estacionaria. El aporte de requerimientos auxotrdéficos, concretamente de Leu, también podria
explicar por qué la adicién de este aminoacido de manera individual resultd mejorar
sensiblemente el rendimiento de la levadura (Figura R.12 B y D) y posiblemente tenga una
influencia importante en el efecto de las combinaciones de aminodcidos sobre dicho
rendimiento (Figura R.12F). La relevancia de los aminodcidos lle y Phe en la mejora del
crecimiento es mas dificil de comprender, ya que no son precursores de otros aminoacidos, no
obstante podrian ser limitantes para el crecimiento de la levadura bajo las condiciones
experimentales empleadas.
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Para obtener mas informacidn acerca del efecto del Amino22 sobre la levadura, se realizé un
estudio de la expresién global de genes utilizando micromatrices de DNA. Este analisis reveld
que el tratamiento con el bioestimulante provoca la represion de dos grupos de genes (Tabla
R.4): 1) genes relacionados con la homeostasis de hierro y regulados por el factor de
transcripcién Aftl y 2) genes involucrados en la biosintesis de aminoacidos y vitaminas
regulados por el factor de transcripcidon Gen4. Tal y como se ha explicado en la Introduccion, la
traduccién del mRNA de Gcn4 se derreprime en células bajo ayuno de aminodcidos, lo que
tiene como consecuencia la induccidn de un amplisimo nimero de genes, incluyendo muchos
implicados en la biosintesis de aminoacidos (Natarajan et al., 2001; Hinnebusch, 2005). Por lo
tanto, encontrar genes regulados por Gen4 reprimidos en las células tratadas con el Amino22
era algo esperado y prueba que la ruta GAAC se encuentra inhibida en estas células. En
cambio, la represidn del reguldn de Aftl fue sorprendente y algo para lo que no encontramos
explicacion en un primer momento. Los resultados del analisis transcriptdmico fueron
validados mediante qRT-PCR y se confirmé que el reguldn de hierro se reprime en presencia de
aminodcidos, ya sea afiadiéndolos con el bioestimulante o con el hidrolizado de caseina acida
(Figura R.14A). La mayoria de los genes regulados por Aftl mostraron una mayor represién en
los tratamientos con aminodcidos bajo estrés osmotico (Figura R.14B), a pesar de que la
expresion del regulén no varia practicamente entre condiciones normales y de estrés en
células control (Figura R.14C).

Investigaciones previas han probado que los principales genes que controlan el transporte y la
homeostasis de hierro se reprimen en mutantes Aaftl (Shakoury-Elizeh et al., 2004; Courel et
al., 2005), asi pues, se estudid el crecimiento de este mutante y su respuesta a la incubacion
con aminoacidos. Las células control del mutante Aaft1 mostraron un peor crecimiento tanto
sin estrés como con estrés osmaético y una mayor sensibilidad a estrés oxidativo que las células
de la cepa silvestre (Figura R.15), por lo que el beneficio del tratamiento con aminoacidos no
parece poder explicarse simplemente por una menor expresion del reguldn de hierro. Tanto el
Amino22 como los casaminoacidos mejoraron sensiblemente el crecimiento y tolerancia a
estrés de las células Aaftl, aunque, especificamente frente a estrés oxidativo, el
bioestimulante tan solo consiguid mejorar ligeramente la supervivencia teniendo un efecto
mucho menor que los casaminoacidos. Esta diferencia puntual podria deberse a la presencia
de algin metal o compuesto prooxidante en el Amino22, que dentro de las células
contrarrestaria el efecto positivo de los aminodacidos frente al H,0,. Por otro lado, el
crecimiento del mutante de sobreexpresion OEAFT1 y su respuesta a los tratamientos con
aminodcidos fueron muy similares a los de la cepa silvestre. Estos resultados demuestran que
los aminoacidos mejoran el crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura a través de rutas
independientes del factor de transcripcién Aftl y sugieren que la represion de los genes de
hierro es un efecto secundario del tratamiento.

Puesto que las rutas GAAC y TORC1 son los principales sistemas de regulaciéon de la
homeostasis de aminodacidos en eucariotas, se considerd probable que el mecanismo de accion
del Amino22 estuviese relacionado con ambas. Los dos mutantes de GCN2 analizados, uno de
pérdida de funcion y otro de expresidn constitutiva, mostraron un crecimiento mas lento que
la cepa silvestre (Figura R.16A). Esto pone de manifiesto la importancia de la quinasa Gcn2
para el crecimiento de S. cerevisiae en un medio pobre en nutrientes como el SD: una
respuesta adecuada al ayuno de aminodcidos requeriria cierto grado de activacién de Gcn2
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que permita aumentar la traduccion de Gen4 e inducir las rutas de biosintesis de aminoacidos,
sin embargo, una activacién constitutiva inhibiria en exceso la traduccién y reduciria el
crecimiento. Consecuentemente, la adicion de aminoacidos a través de los tratamientos con
Amino22 y casaminodcidos tuvo un efecto sensiblemente mayor en el crecimiento del mutante
Agcen2 que en el del mutante GCN2° (Figura R.16 A y B). Esto sugiere que el efecto de los
aminodcidos sobre la levadura no requiere Gcn2, pero se reduce por una actividad
constitutivamente alta de la quinasa, por ello se deduce que la inhibicién de Gcn2 por
aminodcidos es necesaria para aumentar el crecimiento en su presencia. Una aparente
contradiccién es que si los aminoacidos mejoran el crecimiento, con o sin estrés, por inhibir
Gcn2, épor qué en presencia de aminoacidos el mutante Agcn2 crece peor que la cepa
silvestre? La razdn podria ser que Gcn2, ademas de regular negativamente la sintesis de
proteinas, tiene un efecto positivo sobre otros procesos celulares tales como el transporte de
leucina (Hueso et al., 2012), los cuales permitirian un crecimiento dptimo y requeririan una
cierta actividad Gecn2, aunque una actividad excesiva reduzca el crecimiento. En relacion a los
estreses oxidativo y térmico, cabe destacar que los mutantes de GCN2 mostraron una alta
sensibilidad al tratamiento con H,0, pero no a choque térmico (Figura R.16C), sugiriendo un
rol especifico de Gcn2 en la defensa frente a estrés oxidativo. Los casaminodcidos
incrementaron la supervivencia de las células del mutante Agcn2 a ambos estreses, mientras
que el Amino22 solo lo hizo a choque térmico. Posiblemente, la incapacidad del Amino22 para
proteger frente a estrés oxidativo en el mutante Agcn2 se deba a las mismas razones que en el
caso del mutante Aaftl (ver mas arriba). Los tratamientos con aminodcidos no afectaron a la
supervivencia de las células del mutante GCN2°, lo que podria explicarse si una actividad
constitutivamente alta de la quinasa también bloquease el efecto de los aminoacidos sobre la
tolerancia a estrés.

De acuerdo con lo esperado dada la relevancia de TORC1 en el crecimiento y proliferacion
celular, las mutaciones en los distintos componentes analizados de la ruta TORC1
disminuyeron la velocidad de crecimiento de la levadura (Figura R.17A). En este aspecto, el
mutante mas afectado fue el Agtrl, lo que sugiere que esta GTPasa tiene un papel
especialmente importante para la funcién del complejo TORC1. No obstante, el efecto relativo
de los aminoacidos (Amino22 y casaminoacidos) sobre la tasa de crecimiento solo se redujo en
el mutante Asch9 (sin estrés y especialmente con sorbitol) y en el mutante Aego3 (solo con
sorbitol). El rendimiento en fase estacionaria de los cultivos del mutante Atorl y de los
mutantes del complejo EGO fue mayor que el de la cepa silvestre (Figura R.17B), lo que a priori
resulta sorprendente puesto que estos mutantes tienen una actividad TORC1 reducida y por
consiguiente una menor capacidad de crecimiento. Este fenédmeno podria deberse a que el
rendimiento de los cultivos se determina por medidas de densidad dptica y, a igualdad de
masa, las células de pequefio tamafo dispersan mas la luz que las de las de tamafios mas
grandes. La supresion del gen SCH9 causa una disminucién del tamafo celular (Jorgensen et
al., 2002; 2004), por lo tanto las células de los mutantes del complejo EGO y de TOR1 podrian
tener también menores tamafios ya que la inhibicién del complejo TORC1 reduce la
fosforilacién y la actividad de Sch9 (Urban et al., 2007). En consecuencia, la misma masa de
células de un mutante con tamafio celular reducido daria una mayor densidad éptica en la fase
estacionaria que las células de la cepa silvestre. No obstante, el efecto de la reduccién de
tamafio en los mutantes del complejo EGO y de TOR1 seria tan solo parcial, ya que la actividad
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Sch9 no se eliminaria por completo, mientras que en el mutante Asch9 la reduccidn seria
maxima, de acuerdo con la busqueda sistemdtica de mutaciones que confieren tamafo
reducido llevada a cabo por Jorgensen y colaboradores. A pesar de estar inhibido el
crecimiento en todos estos mutantes, el hecho de que Sch9 sea un efector principal de TORC1
de gran importancia en la regulacién del crecimiento explicaria que el mutante Asch9 tuviese
una densidad éptica similar a la de la cepa silvestre mientras que en el resto de mutantes ésta
fuese mayor, ya que el crecimiento se veria mas negativamente afectado en las células Asch9.
El efecto relativo de los aminoacidos sobre el rendimiento se redujo o se anulé en todos los
mutantes de la ruta TORC1 exceptuando el mutante Aegol, que experimentd un incremento
relativo similar al de la cepa silvestre. Estos resultados coinciden con la idea de que tanto el
complejo EGO, aguas arriba, como la quinasa Sch9, aguas abajo, juegan papeles importantes
en la regulacidon del crecimiento celular en respuesta a aminoacidos. Asimismo, que la
reduccion del efecto de los aminoacidos en los distintos mutantes sea Unicamente parcial,
evidencia que en la ruta intervienen multiples actores que afinan la funcion de TORC1 pero
gue no resultan esenciales individualmente. Los mutantes Aego3 y Asch9 fueron utilizados en
los ensayos de supervivencia a estrés oxidativo y a choque térmico (Figura R.17C). En
concordancia con la literatura, en la que se afirma que TORC1 promueve el crecimiento al
mismo tiempo que suprime las respuestas a estrés (Loewith y Hall, 2011), el mutante Aego3
mostré mayor tolerancia a ambos estreses que la cepa silvestre. No se observé el mismo
comportamiento en el mutante Asch9, que fue mas sensible a la concentracion menor de H,0,,
aunque su supervivencia no difirid significativamente de la de la cepa silvestre con la
concentracion alta de H,0, y con choque térmico. Este resultado aparentemente
contradictorio podria indicar que el efecto represor que tiene TORC1 sobre las respuestas a
estrés dependeria de otros efectores como las Tap42-PP2as ademas de Sch9. El efecto de los
aminodcidos sobre la supervivencia a estrés en ambos mutantes se redujo en comparacién con
la cepa silvestre, sugiriendo que la mejora en la tolerancia a estrés oxidativo y térmico que
proporcionan los aminodacidos podria depender parcialmente de la ruta TORC1. Esto también
parece contradecirse con el hecho de que la activacion de TORC1 inhiba las respuestas a
estrés. Como los aminodcidos mejoran la tolerancia a estrés oxidativo y a choque térmico no
estd claro. Es posible que un crecimiento mas activo y un mayor vigor de la levadura en
presencia de aminoacidos compensen la represion de las respuestas a estrés causada por una
mayor actividad TORC1. Es mas, los aminoacidos no parecen mejorar la supervivencia a H,0, y
a choque térmico induciendo respuestas especificas a estrés si se tiene en cuenta que en
células tratadas con Amino22 no se indujo la expresion de genes de defensa (a excepcién del
gen HSP12) (Tabla R.3).

Los resultados obtenidos indican que el bioestimulante Amino22 y los casaminoacidos mejoran
el crecimiento y la tolerancia a estrés de la levadura y que esto podria deberse, al menos en
parte, a la inhibicién parcial de la ruta GAAC Yy a la activacion de la ruta TORC1 (Figura D.1). Sin
embargo, ambos tratamientos también reprimen el regulén de hierro, de modo que nos
preguntamos a través de qué mecanismo se produce dicha represién y el sentido biolédgico que
pudiera tener. Los datos de obtenidos mediante espectrofotometria de absorcién atémica
descartaron que la represidon del reguldn de Aftl se debiese a una mayor concentracion
intracelular de hierro en las células tratadas con Amino22 y con casaminoacidos (Figura R.18).
Es mas, el contenido en hierro de las células crecidas con casaminoacidos descendié respecto a
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la cepa silvestre de una forma dependiente de Aftl y coincidente con la represion de los
transportadores de hierro. La supresiéon de Gen2 resultd en una menor expresion de la mayoria
de los genes regulados por Aftl que fueron analizados, mientras que la activacidn constitutiva
Gcen2 (GCN2°) tuvo el efecto contrario (Figura R.19A). El mutante SUI2-S51A, que es incapaz de
inhibir la iniciacion de la traduccién y derreprimir la traduccidon de GCN4, mostrd una evidente
represion en los genes regulados por Aftl (Figura R.19B), apoyando la idea de que una baja
actividad Gen2 reduce la expresidn de los genes de hierro a través de un descenso en el nivel
de fosforilacion de elF2. Gen4 no parece intervenir directamente en esta regulacién ni inducir
un regulador positivo, ya que si asi fuese, seria esperable que su pérdida de funcién también
tuviese reprimido el regulén de Aftl y por el contrario se indujeron algunos de estos genes
(Figura R.19C). A pesar de que no hubieron diferencias entre los mutantes de Gecn2 y la cepa
silvestre en cuanto al contenido total de hierro (Figura R.20), en las células del mutante de
activacidon constitutiva de Gcn2 la localizacion de Aftl-GFP fue principalmente nuclear,
mientras que en la cepa silvestre y en el mutante de pérdida de funcién fue mayoritariamente
citosdlica, detectandose una mayor acumulacién Aft1-GFP en los nucleos de las células de la
cepa silvestre que en los del mutante Agcn2 (Figura R.21). Nuestros resultados sugieren que la
activacion de Gen2 induce, a través de la fosforilacion de elF2a pero no de la derrepresion de
Gcend4, la localizacidn del factor de transcripcién Aftl en el nucleo, donde activa la expresion del
reguldn de hierro. Por lo tanto, la inhibicién de Gcn2 causaria el efecto opuesto. Esto también
explicaria por qué en el mutante Agcn4, que tiene ayuno de aminodcidos, se inducen algunos
transportadores de hierro. Puesto que los complejos Fe/S son la sefial que regula la union de
Aftl a su reguldén (Ueta et al., 2012; Miihlenhoff et al., 2015), este trabajo ilustra la probable
conexidn entre la ruta GAAC y los procesos de sintesis y/o percepcion de dichos complejos. Los
ensayos de crecimiento de la levadura realizados en medio con bajo hierro y en medio SGal
apuntan a que la inhibicion de la ruta GAAC podria favorecer la sintesis de complejos Fe/S
(Figuras R.22 y R.23). Posiblemente, la sensibilidad del mutante GCN2° a la falta de hierro y su
imposibilidad de crecer en galactosa tengan origen en un defecto mitocondrial en la formacion
de complejos Fe/S provocado por un alto nivel de fosforilacion de elF2a, mientras que la
tolerancia del mutante Agcn2 al crecimiento en medio pobre en hierro se deberia justamente
a la ausencia de fosforilacién de elF2a. Aunque no tenemos evidencias que nos permitan
explicar cédmo el estado de fosforilacién de elF2a influiria en la sintesis de los complejos Fe/S,
una posible explicacion seria que un aumento de elF2a-P derreprimiese la traduccién de una
proteina desconocida que actuase como regulador negativo de la formacién de complejos
Fe/S. Existen, de hecho, indicios de que Gen2 podria estimular la traduccion selectiva de otros
MRNAs ademas del de GCN4 (ver apartado 1.4.2).

Finalmente, proponemos el modelo expuesto en la Figura D.1 para explicar los efectos de los
aminodcidos (y por lo tanto del Amino22) sobre la levadura. Experimentos adicionales, como el
analisis de la actividad de alguna enzima que contenga complejos Fe/S (p.ej. la aconitasa o la
isopropilmalato isomerasa), hacen falta para demostrar que las células de S. cerevisiae
controlan la sintesis de estos complejos mediante la fosforilacion de elF2a.
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Figura D.1. Modelo para el mecanismo de accién de los aminoacidos en levadura. La presencia de aminoacidos
activa la ruta TORC1 estimulando el crecimiento. La enzima Gcn2 permanece inhibida por la baja concentracion de
tRNAs descargados y por lo tanto elF2a se mantiene defosforilado permitiendo la traduccion y el crecimiento.
Asimismo, el complejo TORC1 activo regula negativamente la actividad de la quinasa Gen2 a través de sus efectores
Tap42-PPAs y Sch9. Un mayor vigor y un crecimiento mas activo por la activacién de TORC1 y la inhibicidon de Gecn2
en presencia de aminoacidos proporcionarian una mayor supervivencia a las células frente a estreses como el
oxidativo o el choque térmico, compensando la inhibicidon de las respuestas a estrés que provoca la activacién de
TORC1. En las células con ayuno de aminoacidos, Gen2 se activa y fosforila a elF2a, inhibiendo la sintesis de
proteinas y el crecimiento e induciendo selectivamente la traduccion de Gen4, lo que estimula la sintesis y la toma
de aminodcidos. La fosforilacion de elF2a también activaria a Aftl, posiblemente mediante el aumento de la
traduccidn de un regulador negativo desconocido implicado en la formacidn de complejos Fe/S.

El sentido biolégico de esta regulacidn podria estar relacionado con la optimizacién del uso y la
obtencién de hierro y con la ralentizacidon del metabolismo y del crecimiento en un contexto
de escasez de nutrientes. Las enzimas aconitasa (Acol), glutamato sintasa (Glt1), sulfito
reductasa (Met5), dihidroxidcido dehidratasa (llv3), isopropilmalato isomerasa (Leul) y
homoaconitasa (Lys4) intervienen en las rutas de biosintesis de varios aminodcidos y contienen
complejos Fe/S (Lill y Mihlenhoff, 2008). Por consiguiente, la falta de hierro podria perjudicar
la biosintesis de aminodcidos y activar la ruta GAAC (Philpott et al., 2012). De hecho, en células
con ayuno de hierro se inducen numerosos transcritos relacionados con la biosintesis y
transporte de aminoacidos, lo que justificaria el mantenimiento de unos niveles de
aminoacidos similares a los de las células crecidas en condiciones normales (Shakoury-Elizeh et
al., 2010). Ademas, seria ventajoso que la activacidn de esta ruta indujese los transportadores
de hierro para permitir la formacion de nuevos complejos Fe/S y preservar el funcionamiento
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de los procesos celulares que requieren hierro, entre ellos la biosintesis de determinados
aminodcidos, pudiendo asi inhibir Gen2 y estimular el crecimiento. Como se ha comentado en
la introduccidn, en células de mamiferos existen cuatro quinasas de elF2a, dos de las cuales,
GCN2 y HRI, responden a ayuno de aminoacidos y a deficiencia de hierro, respectivamente. En
levadura, la fosforilacion de elF2a también podria ser un mecanismo de respuesta a la falta de
hierro, si bien en este caso la sefial que activaria Gcn2 seria la acumulacién de tRNAs
descargados como consecuencia de una menor biosintesis de determinados aminodcidos.

Fulvato potdsico

El Fulvato potdsico mejoré la tolerancia a estrés osmético al aumentar la velocidad de
crecimiento de la levadura en presencia de sorbitol (Figura R.9A). En las pruebas preliminares
en medio SD (Figura R.4A) y en medio YPD (Figura R.1A), el Fulvato potasico también parecio
afectar positivamente a la tasa de crecimiento bajo estrés salino. En cambio, los rendimientos
en la fase estacionaria fueron menores en los cultivos tratados con las dosis altas de
bioestimulante que en los cultivos control, tanto en ausencia como en presencia de estrés
(Figuras R.1B y R.4B). La dosis de uso seleccionada (0,5 pl/ml) no produjo descensos
estadisticamente significativos en los rendimientos de los cultivos crecidos bajo las distintas
condiciones analizadas a excepcion de en aquellos crecidos con NaCl 1 M (Figura R.10B). La
tendencia a disminuir el rendimiento en la fase estacionaria con elevadas concentraciones de
Fulvato potdsico podria indicar la interferencia de determinados compuestos del
bioestimulante con los procesos respiratorios de la mitocondria. De hecho, los acidos fulvicos
tienen la capacidad de atravesar membranas bioldgicas y penetrar en las células gracias a su
relativamente pequefio tamafio molecular (Nardi et al., 2002; Calvo et al., 2014) y se ha
llegado a describir en algunos casos que pueden desajustar la fosforilacién oxidativa en células
vegetales, aunque no esta claro si ello ocurre a través de una interferencia directa o indirecta
con la mitocondria (Nardi et al., 2002). No obstante, la dosis mas elevada de Fulvato potasico
(2 pl/ml) también parecid inhibir la velocidad de crecimiento en ausencia de estrés y en
algunas condiciones de estrés osmético (Figuras R.1A y R.4A), por lo que no es descartable que
los acidos fulvicos puedan afectar a otros procesos celulares o que parte de ellos se quede
adherido a la superficie celular (como parece ocurrir con los acidos himicos), de forma que
inhiban el crecimiento cuando se aplican elevados niveles de bioestimulante.

Asimismo, el Fulvato potasico incremento la tolerancia a estrés oxidativo y a choque térmico
(Figura R.9C). Se evalud la capacidad del Fulvato potasico para degradar H,0, con el objetivo
de determinar si su efecto frente a estrés oxidativo se pudo deber a una eliminacién del
agente oxidante en el medio de cultivo. Ademas, dado que el resto de estreses estudiados
(salino, osmético y choque térmico) generan estrés oxidativo (Mittler, 2002), una degradacion
directa de ROS podria constituir, en parte o en su totalidad, el mecanismo de accion del
bioestimulante frente a los distintos tipos de estrés abidtico. A diferencia del Acido himico, el
Fulvato potasico mostrd capacidad de eliminar parcialmente el H,0, presente en el medio de
cultivo (Figura R.9D). Posteriormente, se repitid el ensayo de supervivencia a estrés oxidativo
con cultivos crecidos en presencia de Fulvato potasico después de haber sido lavados con agua
y resuspendidos en medio de cultivo fresco sin bioestimulante. Las células tratadas
previamente con Fulvato potdsico mostraron una mayor supervivencia al estrés oxidativo que
las células no tratadas (Figura R.9E), lo que demuestra que el efecto del bioestimulante no se
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se explica por una degradaciéon de H,0, fuera de las células. Sin embargo, no se puede
descartar que el Fulvato potasico destruyese H,0, en el interior de éstas, ya que los acidos
fulvicos son capaces de atravesar paredes y membranas celulares, como se ha comentado con
anterioridad.

Con el propdsito de obtener informacion sobre las rutas celulares potencialmente afectadas
por el Fulvato potasico, y que presumiblemente también podrian estar relacionadas con la
defensa frente a estrés abidtico, se estudid su efecto sobre la expresién global de genes
empleando micromatrices de DNA. Este abordaje reveld que el efecto del tratamiento con
Fulvato potadsico sobre la expresion génica es sutil, reprimiendo entre 1,5 y 3,3 veces un total
de 12 genes y no induciendo ninguno (Tabla R.5). No obstante, entre los reprimidos se
encontraron ampliamente sobrerrepresentados genes involucrados en la homeostasis de
hierro y en su sistema de transporte de alta afinidad, lo cual apunta a una regulacién especifica
en las células tratadas con el bioestimulante. Experimentos de gRT-PCR validaron los
resultados del analisis transcriptdmico con micromatrices y confirmaron que el reguldn de Aftl
se reprime en presencia de Fulvato potasico (Figura R.24A). Ademas, la represién en el
tratamiento con el bioestimulante también se produjo bajo condiciones de estrés osmético,
mostrando algunos de los genes una represidn sensiblemente mas fuerte que en ausencia de
estrés (Figura R.24B). Puesto que el nivel de expresion del regulén de Aftl depende de la
cantidad de hierro intracelular (Yamaguchi-lwai et al., 1995; 1996), se podia esperar que su
represién en las células crecidas con Fulvato potdsico se debiese a un mayor contenido en
hierro. Efectivamente, el contenido total en hierro fue mayor en las células tratadas con el
bioestimulante que en las células control (Figura R.25). En cambio, no se observaron
diferencias en el mutante Aaft1. Estos resultados demuestran que el Fulvato potasico favorece
una mayor adquisicién de hierro férrico por parte de la levadura mediante un mecanismo
dependiente de Aftl. Es sabido que los acidos fulvicos forman complejos con iones metalicos
como el Fe*" (Schnitzer y Ghosh, 1982; Esteves da Silva et al., 1998), incrementando su
solubilidad y su disponibilidad para las plantas y favoreciendo por lo tanto una mayor
absorcién del metal (Pandeya et al., 1998; Sanchez-Sanchez et al., 2002; Chen et al., 2004a;
Bocanegra et al., 2006). Esto también ocurriria en levadura: el Fulvato potdsico proporcionaria
hierro en una forma disponible para su adquisicidn por parte de las células de S. cerevisiae. El
hecho de que el aumento del contenido en hierro total en presencia del bioestimulante
dependiera de Aftl, también indica que la entrada del metal se produjo a través del sistema de
transporte de alta afinidad, el cual, como se explica mas extensamente en el apartado 1.5.1,
opera mediante dos rutas: la denominada ruta reductora, dependiente del complejo Fet3/Ftr1,
y la ruta mediada por siderdforos, dependiente de los transportadores Arnl-4. Cabria
considerar la posibilidad de que los acidos fulvicos, ademas de poseer la capacidad de formar
complejos con el hierro, contuviesen sideréforos secretados por microorganismos con los que
pudieran haber estado en contacto en funcién del entorno del suelo del que se hayan
obtenido. Por lo tanto, se quiso determinar el modo en el que el hierro del Fulvato potasico
entra en las células a través del sistema de transporte de alta afinidad. Los experimentos de
crecimiento en placa con los mutantes del fondo genético YPH499 demostraron que,
efectivamente, la levadura usa el Fulvato potasico como fuente de hierro y que para ello
requiere la oxidasa multicobre codificada por el gen FET3 (Figura R.26). El mutante Afet3 fue
incapaz de crecer en medio de cultivo pobre en hierro y con Fulvato potasico, por lo tanto el
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bioestimulante carece de sideréforos transportables por las proteinas Arnl-4. Los datos
obtenidos sugieren que el Fe*" del Fulvato potésico actuaria como sustrato de las reductasas
de la membrana plasmatica para posteriormente ser reoxidado e internalizado por el complejo
Fet3/Ftrl.

Finalmente, se investigd una posible relacién entre la toma del hierro del Fulvato potasico y la
tolerancia a estrés abidtico. Para ello se analizd el crecimiento y la tolerancia a estrés de los
mutantes Aaft1, OEAFT1 y Afet3 (Figura R.27 A, B y C). A diferencia de las células de la cepa
silvestre, las del mutante Afet3 no vieron mejorada su tolerancia a estreses osmotico,
oxidativo y térmico al ser tratadas con Fulvato potasico, mientras que en el mutante Aaft1 el
bioestimulante tampoco protegié frente a estreses osmotico y oxidativo pero si frente a
choque térmico. Esto demuestra que la tolerancia frente a los distintos estreses abidticos
proporcionada por el tratamiento con Fulvato potdsico esta relacionada con el sistema de
transporte de hierro de alta afinidad y que, mas concretamente, depende del producto del gen
FET3. Este hecho descarta que otros nutrientes que pudiera contener el bioestimulante, como
el potasio (no hay que olvidar que el nombre del producto es Fulvato potasico), influyan de
manera significativa en este caso sobre la tolerancia a estrés de la levadura. Por otra parte, la
tasa de crecimiento del mutante de OEAFT1 crecido con estrés osmético no se incrementé de
manera significativa en presencia del bioestimulante, pese a que si se observd una tendencia a
que ésta aumentase. Posiblemente, la sobreexpresiéon del factor de transcripcion Aftl
provoque, a través de una mayor expresion de los transportadores del sistema de alta
afinidad, una acumulacién de una cantidad de hierro superior a los niveles dptimos,
impidiendo asi mejorar significativamente la velocidad de crecimiento como ocurre en la cepa
silvestre.

En conjunto, los resultados sugieren la existencia de una conexién entre un mayor contenido
en hierro en las células de levadura tratadas con Fulvato potasico y la tolerancia a estrés. Al
parecer, determinados estreses abiodticos (osmético, oxidativo y térmico) producirian una
deficiencia de hierro en las células que podria ser compensada por la adicién de Fulvato
potasico. En la introduccion (apartado 1.5) se ha comentado la importancia del hierro como
nutriente esencial al actuar como cofactor en numerosas enzimas con funciones
fundamentales para las células eucariotas. Entre los cofactores proteicos basados en hierro
destacan por su relevancia tanto a nivel cuantitativo como cualitativo los complejos Fe/S
(Beinert et al., 1997; Johnson et al., 2005). El mayor contenido en hierro en las células tratadas
con Fulvato potasico puede explicar la represion del reguldn de Aftl, ya que la interaccion del
factor de transcripcion con sus genes diana es regulada por los niveles de hierro intracelular a
través de complejos Fe/S (Yamaguchi-lwai et al., 2002; Ueta et al., 2012). Estos complejos son
una diana principal del estrés oxidativo (Imlay, 2006), por lo que la produccion excesiva de ROS
bajo condiciones de estrés abidtico puede provocar la oxidacion de los complejos Fe/S
causando la pérdida de funcién de enzimas importantes para multitud de procesos celulares. El
tratamiento con Fulvato potdsico mejoraria la disponibilidad de hierro favoreciendo la
reposicion de proteinas con complejos Fe/S que hubiesen sido dafiadas por el estrés oxidativo
originado por los estreses abidticos principales. Asimismo, estos resultados sugieren que el
bioestimulante no solo mejora la adquisicién de hierro, sino que lo hace de forma que un
mayor contenido en hierro intracelular no resulta toxico para las células. Una posibilidad, dada
la capacidad de los acidos fulvicos para atravesar paredes y membranas y quelar iones
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metalicos, es que el Fulvato potasico penetre en las células de levadura y forme complejos con
el hierro, impidiendo su participacién en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss pero
permitiendo su utilizacion para la sintesis de enzimas que requieren complejos Fe/S u otros
cofactores basados en hierro. Asimismo, puesto que el bioestimulante tiene la capacidad de
degradar H,0,, la presencia de Fulvato potasico en el interior de las células podria favorecer la
eliminacion de ROS y atenuar el estrés oxidativo. Si el Fulvato potasico no previniese la
formacién (a través de la quelacidn del hierro) o favoreciese la degradaciéon de ROS, cabria
esperar que un aumento en el hierro intracelular libre agravase los efectos negativos de los
distintos estreses, especialmente del oxidativo.

El mecanismo de accion del Fulvato potdsico propuesto en esta tesis para la levadura S.
cerevisiae podria ser extrapolable a plantas. Estas han desarrollado dos mecanismos distintos
para tomar el hierro insoluble del suelo, por ello se distingue entre estrategia | y estrategia |l,
muy similares a las rutas reductiva y mediada por siderdforos de levadura, respectivamente.
Las plantas dicotiledéneas y las monocotiledéneas no gramineas siguen la estrategia |
(Romheld, 1987), que se caracteriza por una acidificacion del pH del suelo causada por la
expulsion de protones a la rizosfera a través de H'-ATPasas de la membrana plasmatica de las
células de la raiz, favoreciendo asi la solubilizacidn del hierro férrico (Santi et al., 2005; Santi y
Schmidt, 2008). Después de la acidificacion, el hierro férrico es reducido a la forma ferrosa por
la enzima FRO2 en la superficie radicular (Robinson et al., 1999) y los iones ferrosos son
transportados a través de la membrana plasmatica de las células por el transportador IRT1
(Eide et al., 1996), que es el principal transportador de hierro en las raices de las plantas
(Henriques et al., 2002; Varotto et al., 2002; Vert et al., 2002). Por otro lado, las gramineas
(monocotileddneas herbaceas) usan la estrategia Il (Takagi et al., 1984). Estas plantas secretan
fitosideréforos que unen hierro férrico formando complejos altamente estables los cuales son
internalizados a través de transportadores especificos de la familia Yellow Stripe (YS) en la
membrana plasmatica de la raiz (Curie et al., 2009). Se ha documentado que el arroz es capaz
de usar ambas estrategias y tomar hierro ferroso (ya que al crecer bajo el agua, donde la
concentracion de oxigeno es baja y se favorece la forma ferrosa del hierro, la posibilidad del
uso de la estrategia | es una ventaja). No obstante, parece que la actividad reductasa en la
superficie de las raices del arroz no es inducible por deficiencia de hierro (Ishimaru et al., 2006;
Cheng et al., 2007). Chen y colaboradores demostraron en 2004 (a) que los acidos fulvicos son
capaces de mejorar la adquisicién de hierro tanto en plantas que siguen la estrategia | como en
plantas que siguen la estrategia Il. Ademas, las sustancias humicas de bajo peso molecular
pueden ser transferidas desde las raices a la parte aérea (Nardi et al., 2002; 2009; Calvo et al.,
2014).

Hasta ahora, se ha atribuido a los acidos fulvicos la capacidad de mantener el hierro en formas
solubles para su adquisicidn por las plantas bajo situaciones de deficiencia, sin embargo, son
escasos los estudios que relacionan la utilizacion de estas sustancias con la defensa frente a
estrés abidtico (Calvo et al., 2014). Algunos trabajos han sefialado que podrian proteger frente
a sequia (Xudan, 1986; Anjum et al., 2011) y mejorar las defensas antioxidantes en condiciones
de estrés por metales pesados (Ali et al., 2015). Esta investigacion refuerza la idea de que uno
de los principales efectos positivos de la aplicacion de los acidos fulvicos en la agricultura es el
aumento en la disponibilidad de hierro y demuestra que estos compuestos confieren
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tolerancia frente a estrés abidtico en levadura mediante un mecanismo basado en una mayor
acumulacidn de hierro sin producir dafio oxidativo extra.
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Todos los bioestimulantes analizados tienen, en mayor o menor grado, efectos
positivos sobre la tolerancia frente a al menos uno de los tipos de estrés abidtico
estudiados.

El tratamiento con Extracto de algas mejora ligeramente la velocidad de crecimiento
de la levadura en condiciones de estrés salino.

El Vinacillas aumenta la velocidad de crecimiento bajo estrés salino y la supervivencia a
choque térmico. Sin embargo, este bioestimulante provoca la disminucion del
rendimiento de los cultivos de una forma dosis-dependiente tanto en presencia como
en ausencia de estrés, lo que sugiere que éste afecta negativamente a la respiracién
mitocondrial.

El Fosfito confiere protecciéon frente a estrés salino, aumentando la velocidad de
crecimiento y el rendimiento de los cultivos, y frente a choque térmico. Los efectos
positivos del Fosfito sobre la tolerancia a estrés se deben, probablemente, al potasio
presente en su composicion. La inhibicidn de la velocidad de crecimiento causada por
el Fosfito en ausencia de estrés se puede explicar por la represidon de la respuesta a
deficiencia de fosfato que tiene lugar en presencia de este compuesto cuando las
concentraciones de fosfato en el medio son subéptimas.

El Acido himico mejora la supervivencia a estrés oxidativo y a choque térmico.
Respecto al estrés oxidativo, se demostrd que este bioestimulante no actla
degradando peréxido de hidrégeno en el medio de cultivo. El Acido himico inhibe
tanto la velocidad de crecimiento como el rendimiento de los cultivos de una forma
dosis-dependiente.

El tratamiento con Amino22 es el mas efectivo en la mejora del crecimiento vy
tolerancia a estrés. Este bioestimulante incrementa considerablemente la velocidad de
crecimiento y el rendimiento de los cultivos tanto en ausencia de estrés como bajo
estrés osmatico. El Amino22 también mejora el crecimiento bajo estrés salino, si bien
su efecto se reduce sensiblemente en comparacidn con las otras dos condiciones de
crecimiento estudiadas. Estos resultados indican que el efecto positivo del
bioestimulante no es especifico de estrés y se reduce notablemente en condiciones de
salinidad. Asimismo, el Amino22 aumenta la supervivencia de las células frente a
estrés oxidativo, a pesar de no tener capacidad de degradacion de perdxido de
hidrégeno, y a choque térmico.

La adicion de 1 g/l de peptona de caseina acida reproduce el efecto del Amino22 sobre
el crecimiento y tolerancia a estrés de la levadura, lo que confirma que el principio
activo del bioestimulante son los aminoacidos.

Probablemente, la mejora en el crecimiento y en la tolerancia a estrés que
proporciona la peptona de caseina acida se debe al efecto aditivo de los distintos
aminodcidos que contiene, no obstante, los aminoacidos Glu, lle, Leu y Phe parecen

119



Conclusiones

tener una mayor influencia ya que su adicién conjunta (respetando las proporciones
en las que se encuentran en el hidrolizado) tiene unos resultados muy similares a la de
los casaminodcidos.

e El estudio de la expresidn global de genes mediante micromatrices de DNA reveld que
el tratamiento con Amino22 provoca la represidn de dos grupos de genes: 1) genes
relacionados con la homeostasis de hierro y regulados por el factor de transcripcion
Aftl y 2) genes involucrados en la biosintesis de aminodcidos y vitaminas regulados
por el factor de transcripcidn Gen4. La represion transcripcional de los genes regulados
por Aftl en tratamientos con aminodcidos se acrecienta bajo estrés osmoético.

e Los aminoacidos mejoran el crecimiento y la tolerancia a estrés a través de rutas
independientes al factor de transcripcion Aftl y, por lo tanto, la represién de su
reguldn es un efecto secundario del tratamiento.

e El efecto de los aminoacidos sobre el crecimiento de la levadura no requiere la quinasa
Gcn2, pero se reduce por una actividad constitutivamente alta de la misma, lo que
sugiere que la inhibicion de Gcn2 es necesaria para la mejora del crecimiento en
presencia de aminodcidos. Por otra parte, la reduccién parcial del efecto de los
aminodcidos sobre el crecimiento en varios mutantes de miembros del complejo EGO
y en el mutante de la quinasa Sch9 indica que la activacidn de la ruta TORC1 tiene un
papel relevante en la respuesta a aminoacidos.

e En el presente estudio se profundiza en la relacién entre la homeostasis de
aminodcidos y la de hierro en S. cerevisiae y se propone un modelo de regulacién
segln el cual la activacién de la ruta GAAC induciria la localizacidn nuclear de Aftly la
consiguiente expresion de sus genes diana, mientras que la inhibicién de dicha ruta
por la presencia de aminoacidos tendria el efecto contrario. La actividad de Aftl seria
controlada a través del estado de fosforilacién de elF2a e, hipotéticamente, implicaria
la regulacidn de la formacion de complejos Fe/S.

e El Fulvato potasico es el segundo bioestimulante mas efectivo en la mejora de la
tolerancia a estrés de la levadura, ya que aumenta la velocidad de crecimiento bajo
estrés osmotico y la supervivencia a estrés oxidativo y a choque térmico. No obstante,
dosis altas del bioestimulante tienden a inhibir el crecimiento.

e Los andlisis de expresion mediante micromatrices y gRT-PCR indican que el
tratamiento con Fulvato potdsico reprime el regulén de Aftl y que dicha represion
tiende a ser mayor bajo estrés osmoético.

e El tratamiento con Fulvato potdsico provoca un aumento en el contenido intracelular
de hierro, cuya entrada depende de la oxidorreductasa codificada por el gen FET3.
Puesto que la tolerancia a estrés abidtico que proporciona el Fulvato potasico también
depende de FET3, se deduce que el mecanismo de accidn de este bioestimulante se
basa en un incremento de la acumulacién intracelular hierro sin producir dafio
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oxidativo extra. La capacidad del Fulvato potéasico para degradar perdxido de
hidrégeno o para formar complejos con metales como el hierro podria evitar que un
mayor contenido en hierro resulte toxico para las células.
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ANEXOS






Tabla A.1. Cebadores utilizados para las reacciones de qRT-PCR.

Anexo |

Cebador Secuencia 5' -> 3'
FET3for TTCAGCATGCCTTCATTCCTAC
FET3rev  TTCGGTCGCATCTTCCATATC
FTR1for GAGACAACTGTTTGCCAAGATG
FTR1rev  CGAGGAATGACTGGTAGTTTGC
FIT2for CACCGCTGACCCTATCATTAG
FIT2rev CAGAGGTGGTATCTGGTCCTTC
FIT3for CTGCTACCTCTTCTGCTTCAAC
FIT3rev AGCACCGGTGTAACTAGATAATTC
SIT1for CGGTATCATTGGCTCTTTGTG
SIT1rev GAGGTTACTACCGCCATTCTTG
ARN1for GATGGTGGCTATGGGTTTATIG
ARN1lrev CAGAGACGGTAACTGGGTAAGTG
ARN2for  CATATGGACGCAGTCATTGTACC
ARN2rev  CTTCAACCATCGCAGACCTAAC
TIS11for ACGGACTCGGCGAATTAAAG
TIS11rev CTGCCATAAGGACAATAACCTAGT
ZRT1for CTGGGAAGTGTTGGTGATGAG
ZRTlrev  GGGAATTCAATGGCTGACAATC
CCC2for  GAATTTGTTCTGGGCACTTTG
CCC2rev  CGAGCATTGGAGGAAGAGTTAT
COT1for  CAACTAGATATCAGCCCGGAAC
COT1lrev CGGCTCTTTCGGTTGAAGTA
UBC6for CGGCAAATACAGGTGATGAAAC
UBC6rev  TTCAGCGCGTATTCTGTCTTC
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Anexo Il

Tabla A.2. Composicion aminoacidica de la peptona de caseina acida (Laboratorios Conda).

Aminoacido g/100g
Acido aspértico 5,30
Acido glutamico 13,70
Alanina 1,70
Arginina 2,00
Cistina 0,20
Fenilalanina 2,00
Glicina 1,00
Histidina 1,40
Isoleucina 2,90
Leucina 5,00
Lisina 4,60
Metionina 1,50
Prolina 5,80
Serina 2,80
Tirosina 1,70
Treonina 2,00
Triptéfano <1,00
Valina 3,60
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