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1.	 Schizosaccharomyces pombe: ORGANIS-

MO MODELO PARA EL ESTUDIO DEL CICLO Y 

LA MORFOGÉNESIS CELULAR

El organismo elegido para realizar este 

trabajo ha sido la levadura de fisión Schizosacca-

romyces pombe. Este hongo unicelular pertene-

ce a los ascomicetos y posee un genoma de 13,8 

Mb con 4.824 genes repartidos en 3 cromosomas; 

I (5.7 Mb), II (4.6 Mb) y III (3.5 Mb) (Wood et al., 

2002).

S. pombe fue descrito por primera vez por 

P. Lindner, quién lo aisló de una cerveza de mijo 

del este de África. Su nombre taxonómico para 

el género hace referencia a que se trata de una 

levadura (-saccharomyces) y que se divide por fi-

sión (Schizo-). En cuanto a la especie, la palabra 

“pombe” proviene del Swahili y significa cerveza 

(figura 1). La mayoría de cepas usadas hoy en día 

en el laboratorio derivan de una especie homotá-

lica h90 aislada en Francia en 1921 por A. Ostewal-

der de la que se obtuvieron posteriormente cepas 

heterotálicas con dos tipos sexuales opuestos, h+ 

y h- (Leupold, 1950). 

En las últimas décadas S. pombe se ha con-

vertido en un organismo muy atractivo para el 

estudio de multitud de procesos biológicos por 

varios motivos: es fácil de manipular en el labora-

torio, no es patógeno, presenta un ciclo de vida y 

un ciclo sexual de corta duración y es susceptible 

de análisis genético clásico y molecular. 

La levadura de fisión ha sido especialmente 

útil en el estudio del control del ciclo celular euca-

riota (Armstrong et al., 2007). Además, S. pombe 

es un microorganismo ideal para la realización de 

estudios de morfogénesis y polaridad, ya que su 

forma, tamaño y su ciclo de división celular son 

extremadamente reproducibles en el laboratorio 

y se pueden obtener mutantes con morfologías 

aberrantes sin pérdida de la viabilidad (Hayles y 

Nurse, 2001).

1.1	 Ciclo de vida de S. pombe

S. pombe es un organismo con un ciclo 

de vida haplodiplonte, con una fase haploide y 

otra diploide. Durante la fase haploide, que es la 

predominante en este organismo, las células pre-

sentan una forma cilíndrica y al nacer tienen un 

tamaño aproximado de 3-4 μm de diámetro y 7-8 

μm de longitud. Durante el crecimiento, las células 

mantienen un diámetro constante y aumentan en 

longitud hasta alcanzar 12-15 μm, que es el tamaño 

necesario para dividirse. La reproducción vegeta-

tiva se produce por fisión transversal, mediante la 

formación de un septo perpendicular al eje mayor 

de la célula que tras la citocinesis se disuelve dan-

do lugar a dos células hijas de idéntico tamaño. 

Las cepas de S. pombe utilizadas en el laboratorio 

se pueden mantener de forma continua en estado 

haploide. 

Las células haploides pertenecen a dos ti-

pos sexuales diferentes h+ y h- (Leupold, 1950). 

Figura 1: Ilustración de la morfología S. pombe realizada 
por P. Lindner (Lindner, 1893).
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Cuando células h+ y h- se encuentran en un me-

dio desfavorable, sobre todo pobre en nitrógeno, 

comienzan a secretar feromonas características de 

su tipo sexual y a producir receptores para la hor-

mona del tipo sexual complementario. La unión 

de las feromonas a sus receptores desencadena 

el proceso de conjugación. Éste empieza con la 

formación de una proyección denominada “sch-

moo” en un extremo de la célula, hacia la fuente 

de feromonas del tipo sexual complementario. A 

continuación, las células se unen por parejas y fi-

nalmente se fusionan formando un zigoto diploide 

(Egel, 1994).

Los zigotos así formados pueden ser man-

tenidos como células diploides si se reinoculan 

inmediatamente en un medio rico. Estas células 

diploides presentan un tamaño mayor que las ha-

ploides, siendo de 11-14 μm de longitud al for-

marse y de 20-25 μm antes de la división.

Las células diploides de S. pombe son muy 

inestables y en medios pobres suelen sufrir inme-

diatamente un proceso de meiosis que conduce 

a la formación de cuatro núcleos haploides, cada 

uno de los cuales quedará incluido en el interior 

de una espora y éstas a su vez en el interior de 

un asca. Finalmente, la pared del asca se rompe 

y libera las esporas haploides que permanecerán 

latentes hasta que encuentren condiciones favo-

rables, entonces germinan reiniciando el ciclo (fi-

gura 2).

Figura 2: Ciclo de vida de la levadura de fisión, S. pombe.
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1.2	 Ciclo celular y ciclo morfogenético en S. 

pombe

En S. pombe el crecimiento se produce de 

forma polarizada y asimétrica y está coordinado 

temporalmente con el avance del ciclo celular. En 

condiciones normales de crecimiento, las células 

de S. pombe presentan un ciclo celular eucario-

ta típico que comprende las fases G1, S, G2 y M. 

La fase G1 supone un intervalo entre la mitosis y 

la replicación de los cromosomas, caracterizado 

por la síntesis de RNA y proteínas necesarias para 

la duplicación del DNA. En este punto, si la dis-

ponibilidad de nutrientes es limitada, las células 

pueden iniciar el ciclo sexual. Si no es así, entran 

en la fase S, comenzando la replicación del DNA 

de forma simultánea en varios puntos del genoma. 

En S. pombe, la fase G1 es muy corta y la fase S 

coincide con la septación, de forma que las dos 

células hijas recién separadas mediante la disolu-

ción del septo emergen en la fase G2 de su ciclo 

celular (figura 3).

El ciclo celular de S. pombe  se caracteriza 

por presentar una fase G2 muy amplia que abarca 

aproximadamente el 70% del ciclo. Tras la divi-

sión celular, las células inician el crecimiento por 

el “polo viejo” que ya existía en la célula madre 

Figura 3: Ciclo celular y ciclo morfogenético de S. pombe. Figura adaptada de (Chang y Martin 2009).
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antes de la división. A este momento en el que 

las células crecen por un único polo se le conoce 

con el nombre de OETO “Old End Take Off” en el 

ciclo morfogenético de S. pombe. 

El crecimiento monopolar continua hasta un 

momento de la fase G2 en el que se activa el creci-

miento por el “polo nuevo” (el generado durante 

la división celular), a este momento se le denomi-

na NETO “New End Take Off” (figura 3) (Mitchison 

y Nurse, 1985). Después de NETO, la célula sigue 

creciendo de forma bipolar hasta alcanzar un ta-

maño crítico y entra en mitosis (fase M). Entonces 

se produce la condensación de los cromosomas, 

la formación del huso mitótico y la segregación de 

las cromátidas hermanas a ambos polos celulares. 

Al comenzar la mitosis, la maquinaria biosintética 

se dirige al centro de la célula para formar el septo 

de división entre las células hijas, comenzando un 

nuevo ciclo (Chang y Martin, 2009; Hayles y Nurse, 

2001).

2.	 REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR

En eucariotas, el ciclo celular está contro-

lado por la activación e inactivación periódica 

de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). 

La concentración de estas quinasas se mantiene 

constante a lo largo del ciclo celular. Sin embargo, 

sus niveles de actividad varían de forma periódica 

lo que condiciona la mayoría de las transiciones 

del ciclo celular (figura 4) (Tyson y Novak, 2011). 

La actividad CDK está fuertemente regula-

da por su unión a ciclinas (proteínas de expresión 

oscilatoria) y la formación de complejos CDK-cicli-

na específicos para cada etapa del ciclo celular. Si 

la CDK no está unida a una ciclina, su sitio activo 

queda bloqueado, reduciéndose así su actividad  

quinasa (De Bondt et al., 1993). Además, las CDKs 

también están reguladas por fosforilación/desfos-

forilación y por su unión a inhibidores (Fisher et 

al., 2012).

En S. pombe existe una única CDK (Cdc2), 

cuatro ciclinas: tres ciclinas tipo B (Cig1, Cig2 y 

Cdc13) y una tipo Cln (Puc1) y una proteína inhibi-

toria (Rum1).

2.1	 Regulación de Cdc2 a lo largo del ciclo 

celular de S. pombe

2.1.1	 La transición G2/M: Cdc25 y Wee1

Cdc13 es la única ciclina esencial en S. 

pombe (Fisher y Nurse, 1996; Martin-Castellanos 

et al., 1996; Mondesert y Reed, 1996). Sus niveles 

son bajos en G1, aumentan en G2 y se mantienen 

altos hasta la transición metafase-anafase (Creanor 

y Mitchison, 1996). 

El complejo Cdc13-Cdc2, conocido como 

MPF (M-phase Promoting Factor), se acumula 

en el núcleo durante las fases S y G2 y puede ser 

detectado en el nucléolo, SPB y el huso mitótico 

(Alfa et al., 1989; Alfa et al., 1990). 

Durante G2, el MPF permanece inactivo por 

acción de las quinasas Wee1 y Mik1, que fosfo-

rilan a Cdc2 en el residuo de Tirosina-15 (Tyr15), 

inhibiendo su actividad (Gould y Nurse, 1989; 

Lundgren et al., 1991; Russell y Nurse, 1987). Esta 

fosforilación es revertida por la fosfatasa Cdc25 al 

final de G2 para inducir la mitosis (figura 5) (Russell 

y Nurse, 1986).

S. pombe entra en mitosis cuando las cé-

lulas alcanzan un tamaño crítico y su DNA se ha 

replicado correctamente (Kellogg, 2003; Rupes, 

2002). La conexión entre el tamaño celular y la 

decisión de entrar en mitosis depende de Pom1. 
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Pom1 pertenece a la familia de quinasas DYRK 

(Dual specificity Yak-Related Kinase) (Bähler y Prin-

gle, 1998) y actúa a través de Wee1 (Bhatia et al., 

2014; Martin y Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley 

et al., 2009). 

Los principales reguladores negativos de la 

actividad de Wee1 son las quinasas Cdr2 y Cdr1/

Nim1. Cdr2 fosforila y activa a Cdr1, y ambas son 

capaces de inhibir a Wee1 (Moseley et al., 2009). 

El módulo Cdr2-Cdr1-Wee1 se localiza en los 

nodos interfásicos -una región en el centro de la 

célula justo debajo de la membrana celular y alre-

dedor del núcleo- y esta localización depende de 

Cdr2 (Moseley et al., 2009). 

Pom1 actúa como un inhibidor de Cdr2 y 

se localiza en los polos de la célula. De esta ma-

nera, en las células de pequeño tamaño hay más 

Pom1 en la zona central y éste inhibe a Cdr2 -que 

a su vez actúa sobre Cdr1-, de modo que Wee1 

puede llevar a cabo su acción sobre la Tyr15 de 

Cdc2, inhibiendo así al MPF y evitando la entrada 

en mitosis. 

Sin embargo, conforme la célula va crecien-

do, los polos quedan más alejados del centro ce-

lular, y por tanto del módulo Cdr2-Cdr1-Wee1. En 

estas condiciones, Pom1 ya no es capaz de actuar 

sobre Cdr2 que, una vez activo, fosforila a Wee1, 

anulando así su actividad sobre el MPF (Bhatia et 

al., 2014; Martin y Berthelot-Grosjean, 2009; Mo-

seley et al., 2009). 

Recientemente se ha puesto en duda la so-

lidez de este modelo en el que Pom1 funcionaría 

como un sensor directo de la longitud celular ya 

que células pom1D son capaces de adaptar su lon-

gitud tras perturbaciones (Wood y Nurse, 2013).

La cantidad de Cdc25 está regulada a lo 

largo del ciclo celular mostrando unos niveles 

de proteína máximos al final de G2 (Daga y Jimé-

nez, 1999; Ducommun et al., 1990; Moreno et al., 

1990). En este momento, la inhibición de Wee1 y 

la acumulación de la fosfatasa Cdc25 conducen al 

alcance de un umbral de activación del MPF que 

a su vez promueve la activación de más complejos 

Cdc13-Cdc2 mediante un doble mecanismo de 

retroalimentación positiva por inhibición de Wee1 

y por la fosforilación y activación de Cdc25 contro-

lada por la quinasa Polo, Plo1, localizada en el SPB 

(Grallert et al., 2013a; Mulvihill et al., 1999). 

Este mecanismo de retroalimentación po-

sitiva dispara la actividad CDK hasta alcanzar los 

niveles requeridos para entrar en mitosis (Fisher et 

al., 2012). El reclutamiento de reguladores mitó-

Figura 4: Representación esquemática de la fluctuación en las actividades de los diferentes complejos CDK-ciclina, responsables 
de la progresión adecuada del ciclo celular. Figura adaptada de (Bardin y Amon, 2001)
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ticos en el cuerpo polar del huso (SPB) juega un 

papel esencial en el establecimiento del umbral 

para este mecanismo de retroalimentación positi-

va (Meadows y Millar, 2013). Recientemente se ha 

descrito que la fosfatasa Dis2 unida a Cut12 -un 

componente del SPB (Bridge et al., 1998)- restrin-

ge la asociación de Plo1 al SPB antagonizando así 

la activación de Cdc2 por Cdc25. 

La fosforilación de Cut12 por la quinasa tipo 

NIMA Fin1 y por Cdc2 promueve la liberación de 

Dis2 y el reclutamiento de Plo1 disparando así la 

activación de la CDK (Grallert et al., 2013b). Ade-

más Fin1 también promueve la entrada en mitosis 

a través de la ruta (Pom1-Cdr2-Wee1) (Grallert et 

al., 2012).

2.1.2	 La transición G1/S: APC/Ste9, APC/Slp1, 

Rum1 y los dímeros Cdc2-Ciclina

La actividad del propio MPF durante la en-

trada en mitosis estimula la activación del com-

plejo E3 ubiquitín-ligasa 20S APC/C (Anaphase-

Promoting Complex/Ciclosome) encargado de 

señalizar la degradación de varios reguladores del 

ciclo celular (Amon et al., 1994). La formación de 

los complejos APC/Slp1 y APC/Ste9 promueven la 

degradación de Cdc13 mientras la célula avanza 

hacia la fase G1 (Kitamura et al., 1998). 

También en esta etapa se acumula Rum1, 

un inhibidor estequiométrico que se une al díme-

ro Cdc2-Cdc13 y lo inactiva (Correa-Bordes y Nur-

se, 1995; Martin-Castellanos et al., 1996; Moreno 

Figura 5: Regulación del ciclo celular en S. pombe. Las líneas discontinuas indican degradación o inactivación de las proteínas 
o complejos indicados.
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y Nurse, 1994). De este modo, tanto la disminu-

ción de los niveles de la ciclina Cdc13 como la 

inhibición llevada a cabo por Rum1 conducen a un 

descenso de la actividad del MPF (figura 5).

La fosfatasa Flp1 también juega un papel 

importante en la salida de mitosis ya que antago-

niza la actividad CDK mitótica mediante la desfos-

forilación y señalización de Cdc25 para su degra-

dación (Esteban et al., 2004; Wolfe y Gould, 2004).

Durante la fase G1 se expresan otras ciclinas 

y la formación de nuevos complejos que permiten 

el progreso del ciclo: Cdc2-Cig1, que fosforila y 

marca a Rum1 para su degradación durante las fa-

ses S y G2 (Correa-Bordes et al., 1997), Cdc2-Puc1 

(Martin-Castellanos et al., 2000) y, fundamental-

mente, Cdc2-Cig2 estimulado por el factor de 

transcripción Cdc10. 

El complejo Cdc2-Cig2 no es degrada-

do por APC/Ste9 y no se inhibe eficazmente por 

Rum1, de modo que en las células se incrementa 

la actividad de Cdc2 lo suficiente para fosforilar e 

inactivar a Ste9, disociar el APC/C (Blanco et al., 

2000) y eliminar a Rum1. 

Así se alcanzan los niveles de actividad de 

Cdc2 necesarios para fosforilar y modular la acti-

vidad de proteínas implicadas en el comienzo de 

la fase S y terminar de degradar a los inhibidores. 

Cuando finaliza la replicación del DNA, las células 

se encuentran en fase G2 temprana, iniciando un 

nuevo ciclo (figura 5).

2.2	 Regulación de la segregación de cromo-

somas 

La correcta transmisión de la información 

genética de la célula madre a las células hijas es 

necesaria para el desarrollo y la supervivencia de 

todos los seres vivos (Meadows, 2013). 

En S. pombe la mitosis es cerrada, es decir, 

no se degrada la envuelta nuclear y presenta las 

mismas fases que presenta la mitosis de todos los 

organismos eucariotas. 

Durante la profase, los cromosomas se con-

densan y se ensambla un pequeño huso mitótico. 

A continuación los cinetocoros de cromátidas her-

manas se asocian a microtúbulos del huso mitó-

tico que proceden de polos opuestos, lo que se 

conoce como bi-orientación. 

Este proceso es crítico y cuando hay pro-

blemas en la asociación cinetocoro-microtúbulo 

(como falta de asociación o falta de tensión por-

que el cinetocoro está asociado a dos microtú-

bulos procedentes del mismo polo) se activa un 

mecanismo de supervivencia denominado SAC 

(Spindle Assembly Checkpoint). El SAC no se des-

activa hasta que los cromosomas están perfecta-

mente bi-orientados antes de que se produzca la 

pérdida de cohesión irreversible en el centrómero 

que desencadena la anafase (Fuller y Stukenberg, 

2009).

El SAC actúa inhibiendo a la subunidad 

Cdc20 del APC/C. Durante la transición metafase-

anafase, el APC/C cataliza la ubiquitinación de la 

ciclina B, Cdc13, y de la securina, Cut2 (Tatebe y 

Yanagida, 2000). 

Cut2 se encuentra formando un comple-

jo con la separasa, Cut1, que es liberada cuan-

do Cut2 es degradada por el proteasoma 26S 

(Funabiki et al., 1996; Kumada et al., 1998). Una 

vez libre, Cut1 degrada la subunidad Rad21 del 

complejo cohesina presente en el centrómero, se-
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parándose así las dos cromátidas hermanas (figura 

6) (Tomonaga et al., 2000). 

Durante la anafase A cada una de las cro-

mátidas hermanas viaja hasta un polo del huso 

mitótico gracias a la catástrofe de los microtúbu-

los unidos al cinetocoro y una vez allí comienza la 

anafase B, durante la cual, las cromátidas herma-

nas se desplazan hacia polos opuestos de la célula 

mediante la extensión del huso mitótico (Hagan, 

2004). Finalmente durante la telofase los dos jue-

gos de cromosomas llegan a los polos celulares 

y se descondensan para dar lugar a dos núcleos 

independientes. 

Para que la segregación del material ge-

nético se produzca de una manera fiel, tiene que 

existir una coordinación perfecta entre la regu-

lación de la morfología y el comportamiento de 

los cromosomas y los cambios en el citoesquele-

to (Takahashi, 2004). A continuación se describen 

con más detalle los actores principales que, junto 

con el citoesqueleto de microtúbulos, participan 

en la segregación de los cromosomas y en su re-

gulación.

2.2.1	 El centrómero 

La estructura del centrómero de S. pombe 

consta de un dominio central cnt rodeado por 

dos repeticiones invertidas largas. Cada flanco se 

divide en dos regiones: las repeticiones internas 

imr, que son específicas de cada uno de los tres 

Figura 6: Representación esquematizada del mecanismo que regula la segregación de los cromosomas en S. pombe. Figura 
adaptada de (Lara-Gonzalez, 2012).
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centrómeros de S. pombe y las regiones externas 

otr, compuestas por elementos llamados dg y dh, 

cuya disposición también es diferente en cada 

centrómero (figura 7) (Bjerling y Ekwall, 2002).

El DNA centromérico está ensamblado en 

forma de heterocromatina. La transcripción en los 

elementos dg y dh por la RNA polimerasa II ge-

nera RNA de doble cadena (dsRNA) que produce 

una respuesta de RNA de interferencia (siRNA). La 

ribonucleasa Dcr1 rompe estos dsRNAs en peque-

ños siRNAs que guían al complejo RITS (RNA-in-

duced Initiation of Transcriptional gene Silencing) 

a transcritos nacientes por complementariedad de 

secuencia. El complejo RITS asociado a la croma-

tina recluta a la histona-metiltransferasa Clr4 en 

las repeticiones centroméricas. La metilación de la 

lisina 9 de la histona H3 por Clr4 crea un sitio de 

unión para las proteínas con cromodominios Swi6, 

Chp1 y Chp2 resultando en la formación de hete-

rocromatina. Además, el estado desacetilado de 

las histonas que caracteriza a la heterocromatina 

implica tres histona-deacetilasas: Clr3, Clr6 y Sir2 

(Buscaino et al., 2013). 

Una característica que se conserva en todos 

los centrómeros eucariotas es la presencia en sus 

nucleosomas de una variante de la histona H3 es-

pecífica de centrómero, CENP-A, que en el caso 

de S. pombe está codificada por el gen cnp1+. La 

histona Cnp1 parental es depositada en los cen-

trómeros durante fase S, mientras que la que se 

sintetiza de novo es depositada en etapas poste-

riores del ciclo celular. La carga de Cnp1 en fase S 

está regulada por el factor tipo GATA Ams2, mien-

tras que su incorporación durante G2 depende de 

Hip1 (Takahashi et al., 2005). 

La deposición de Cnp1 en los nucleosomas 

del centrómero también depende de las proteínas 

Sim3, Scm3 y del complejo Mis16/Mis18 que me-

dian su incorporación a la cromatina (Dunleavy et 

al., 2007; Hayashi et al., 2004; Pidoux et al., 2009; 

Williams et al., 2009).

2.2.2	 El cinetocoro

El cinetocoro es una estructura proteica 

cuya función principal es conectar el centrómero 

a los extremos positivos de los microtúbulos del 

huso mitótico, pero también funciona como una 

plataforma para la transmisión de la señal del SAC 

(Fuller y Stukenberg, 2009).

A pesar de que las secuencias de DNA cen-

tromérico no están conservadas a lo largo de la 

evolución, sí lo están las proteínas que interaccio-

nan con el centrómero, lo que hace que la estruc-

tura de los cinetocoros esté conservada evolutiva-

mente (Yanagida, 2005).

La mayoría de las proteínas del cinetocoro 

se organizan en módulos estructurales y funcio-

nales que a su vez dan lugar a dos regiones: el 

cinetocoro interno y el externo (figura 8) (Liu et 

al., 2005).

En S. pombe, el cinetocoro interno está for-

mado por proteínas que se unen directamente a 

la cromatina como Cnp3, la proteína homóloga a 

Figura 7: Estructura del centrómero en S. pombe. Figura 
adaptada de (Yanagida, 2005).
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CENP-C de vertebrados (Tanaka et al., 2009) o el 

complejo formado por las proteínas Mis6, Sim4, 

Mal2, Dad1, Mis15, Mis17 y Fta1-7 (Liu et al., 

2005), mientras que el cinetocoro externo esta for-

mado por tres complejos proteicos estrechamente 

asociados entre sí: el complejo Ndc80 -formado 

por las subunidades Spc24, Spc25, Nuf2 y Ndc80-

, el complejo MIND -formado por Mis12, Mis13, 

Mis14 y Nnf1- y el complejo Spc7 -formado por 

Spc7 y Sos7- (Liu et al., 2005).

Además de estos factores asociados al ci-

netocoro durante todo el ciclo celular, en mitosis 

se unen otras proteínas como el complejo DASH, 

que se une al cinetocoro a través de la subuni-

dad Dad1 (que forma parte del complejo DASH y 

del complejo de Mis6 al mismo tiempo) (Liu et al., 

2005), las proteínas Dis1 y Alp14, que se asocian 

al cinetocoro a través de la proteína Ncd80 (Tang 

et al., 2013), las kinesinas Klp5 y Klp6 y las proteí-

nas del SAC. 

En S. pombe, los cinetocoros están agrupa-

dos cerca del SPB en interfase, lo que se conoce 

como configuración Rabl. Esta configuración faci-

lita la eficiencia de la captura de los cinetocoros 

por parte de los microtúbulos así como el estable-

cimiento de la bi-orientación de los cromosomas 

en metafase (Franco et al., 2007; Hou et al., 2013). 

Recientemente se ha descrito que esta configura-

ción depende de una proteína llamada Csi1. Esta 

proteína mantiene los cinetocoros unidos al SPB 

durante la interfase debido a que es capaz de unir-

se a la proteína Sad1 del SPB y a la proteína del 

cinetocoro Spc7 (Hou et al., 2012).

2.2.3	 Otros factores implicados en la segregación 

de cromosomas

El complejo Cohesina

El complejo cohesina mantiene unidas las 

hebras de DNA de las cromátidas hermanas, lo 

que es necesario para la segregación de cromoso-

mas en mitosis y para la reparación de roturas en 

el DNA en G2. La cohesina consiste en un comple-

jo en forma de anillo formado por dos proteínas 

SMC (Structural Maintenance of Chromosomes) 

Smc1 y Smc3, una subunidad kleisina Rad21 y otra 

subunidad no SMC Scc3 (Tanaka et al., 2001; Vaur 

et al., 2012). 

La cohesina se carga en los cromosomas 

durante G1 por el complejo Scc2/Scc4 y se hace 

cohesiva durante la replicación mediante la ace-

tilación de Smc3 por Eso1 (Tanaka et al., 2001; 

Toyoda et al., 2002). En metafase se pierde la 

cohesina de los brazos de los cromosomas me-

diante un mecanismo desconocido diferente de la 

rotura de Rad21 por parte de la separasa como 

sucede en el caso de S. cerevisiae (Tapia-Alveal 

et al., 2010). En el comienzo de la anafase, las cro-

mátidas hermanas se separan debido a la pérdida 

de la cohesina remanente en el centrómero me-

diante la degradación de Rad21 por la separasa 

(Tomonaga et al., 2000).

El complejo condensina 

La condensación de cromosomas es un pro-

Figura 8: Organización del Cinetocoro en S. pombe. 
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ceso de compactación estrictamente necesario 

para que el huso mitótico capture los cromosomas 

y los separe sin que ocurran enredos en las he-

bras de DNA (Takahashi, 2004). El complejo con-

densina consiste en dos subunidades SMC Psm2 

y Psm4 y tres subunidades no SMC Cnd1, Cnd2 y 

Cnd3.

La carga de la condensina a los cromosomas 

ocurre a los largo de profase/metafase y culmina 

en anafase. La asociación de la condensina con la 

cromatina depende de su asociación con la histo-

na H2A y su variante H2A.Z que actuarían como 

receptores de la condensina en el DNA. Esta aso-

ciación ocurre cuando la quinasa Aurora B, Ark1, 

fosforila la subunidad Cnd2 (Tada et al., 2011).

El complejo CPC (Chromosomal Passenger 

Proteins)

La quinasa Aurora B, INCENP (Inner Cen-

tromere Protein), survivina y borealina (Ark1, Pic1, 

Bir1 y Nbl1 en S. pombe) forman un complejo 

conservado a lo largo de la evolución. Su compo-

nente catalítico es Aurora B que juega un papel 

central en tanto en la bi-orientación de los cromo-

somas como en el SAC. 

El complejo CPC, procedente de los brazos 

cromosómicos, se concentra en los centrómeros 

desde profase hasta metafase y se relocaliza en la 

zona media del huso mitótico en la transición me-

tafase-anafase (Meadows, 2013; Tsukahara et al., 

2010). La localización del CPC en el centrómero 

durante profase-metafase depende de la fosforila-

ción de la borealina por parte de Cdc2. Esta fosfo-

rilación promueve la unión del CPC a la sugosina 

Sgo2 (Tsukahara et al., 2010), que funciona como 

un adaptador del complejo en el centrómero (Ka-

washima et al., 2007; Vanoosthuyse et al., 2007). 

A su vez Sgo2 se une al centrómero a través de 

su unión a la histona H2A previamente fosforilada 

por Bub1 (figura 9) (Kawashima et al., 2010).

Se cree que la asociación de la quinasa Au-

rora B al centrómero crea un gradiente de activi-

dad de fosforilación de tal manera que en el caso 

de asociaciones cinetocoro-microtúbulo incorrec-

tas -que no generan tensión- los sustratos del ci-

netocoro externo están muy próximos a la quinasa 

Aurora B y son fosforilados. Esta fosforilación des-

estabiliza la interacción cinetocoro-microtúbulo 

aberrante y activa el SAC (ver apartado 2.6).

2.3	 Los checkpoints

El mantenimiento de la integridad del ge-

noma durante sucesivos ciclos de división celular 

es esencial para prevenir la acumulación de alte-

raciones genéticas y reordenamientos cromosómi-

cos. Para proteger la estabilidad genómica, los sis-

temas de replicación y reparación del DNA deben 

actuar de forma coordinada con el mecanismo de 

segregación de los cromosomas. El checkpoint de 

daño en el DNA y el SAC regulan estos procesos y 

acoplan su finalización con la progresión del ciclo 

celular (Lee et al., 2013). 

Los mecanismos de checkpoint de daño en 

el DNA son un conjunto de rutas de señalización 

Figura 9: Localización del CPC en el centrómero durante 
profase-metafase. Figura adaptada de (Tsukahara, 2010).
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mediante los cuales el DNA dañado o el DNA que 

no haya sido replicado correctamente es detec-

tado por proteínas sensoras para posteriormente 

activar respuestas celulares que garanticen la esta-

bilidad genómica (Ciccia y Elledge, 2010). 

Estas respuestas incluyen bloqueo del ciclo 

celular, estabilización de las horquillas de replica-

ción, reparación del DNA, alteración del programa 

transcripcional, remodelación de la cromatina y 

apoptosis. Del mismo modo, existen mecanismos 

de recuperación y de adaptación que permiten 

que se reanude el ciclo celular cuando el origen 

del estrés es eliminado o cuando la amenaza per-

siste durante demasiado tiempo. El objetivo de las 

respuestas de checkpoint es, por tanto, propor-

cionar a los organismos el tiempo necesario para 

hacer frente a daños en el DNA tanto endógenos 

como exógenos y coordinar los mecanismos para 

solventarlos (Ciccia y Elledge, 2010). 

En S. pombe existen dos rutas de señaliza-

ción distintas que responden a daño en el DNA: 

el checkpoint de replicación que se activa cuan-

do el DNA no se ha replicado correctamente y el 

checkpoint de daño en el DNA que responde a 

lesiones en el DNA ocurridas durante la fase G2 .

Las respuestas de checkpoint se ajustan a 

un esquema general en el cual el estrés corres-

pondiente es sentido por proteínas sensoras y la 

señal es transmitida a proteínas efectoras a través 

de adaptadores. A continuación serán descritos 

los componentes de este esquema general en S. 

pombe.

2.3.1	 Sensores

Las proteínas sensoras principales de la ruta 

son el complejo formado por Rad3, una quinasa 

tipo fosfatidilinositol 3-quinasa homóloga a la pro-

teína ATR en humanos (hATR), y la proteína Rad26 

(hATRIP) y el complejo 9-1-1, formado por las pro-

S. pombe S. cerevisiae Mamíferos

Sensores

Cargador de 
abrazadera

Rad17 Rad24 Rad17

RFC2-5 RFC2-5 RFC2-5

Abrazadera

Rad9 Ddc1 Rad9

Rad1 Rad17 Rad1

Hus1 Mec3 Hus1

Reconocimiento de 
DSBs

Mre11 Mre11 Mre11

Rad50 Rad50 Rad50

Nbs1 Xrs2 Nbs1

Quinasas apicales 
y proteínas de 

interacción

Rad3 Mec1 ATR

Tel1 Tel1 ATM

Rad26 Ddc2 ATRIP

Adaptadores

Crb2 Rad9 BRCA1

Mrc1 Mrc1 Claspina

Rad4/Cut5 Dbp11 TopBP1

Efectores
Cds1 Rad53 Chk2

Chk1 Chk1 Chk1

Tabla I: Principales sensores, mediadores y efectores de la respuesta de checkpoint de daño en DNA en levaduras y mamíferos.
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teínas Rad9, Rad1 y Hus1. Ambos complejos se 

unen a los sitios de daño en el DNA de forma in-

dependiente (Melo et al., 2001).

Además de Rad3, S. pombe posee otra fos-

fatidilinositol 3-quinasa, Tel1, homóloga a hATM, 

que tiene un papel minoritario en la señalización 

del checkpoint excepto cuando la resección de los 

extremos del DNA en las roturas de doble cade-

na (DSBs) está inhibida (Limbo et al., 2011) y cuya 

función principal es el mantenimiento de los teló-

meros (Nakamura et al., 2002).

A pesar de que las señales que desencade-

nan la respuestas del checkpoint de bloqueo en 

replicación y del checkpoint de daño en el DNA 

son claramente diferentes (horquillas de repli-

cación bloqueadas o DSBs respectivamente), el 

desencadenante del reclutamiento de proteínas 

sensoras en el DNA es común en ambos casos y 

se debe a la presencia de DNA de cadena senci-

lla (ssDNA) recubierto del complejo heterotrimé-

rico RPA (Replication Protein A). Este ssDNA es 

reconocido por el complejo formado por Rad3 y 

Rad26 (figura 10) (Zou y Elledge, 2003). 

La presencia de ssDNA en las horquillas de 

replicación se debe a un desacoplamiento entre 

el desenrollamiento del DNA por la helicasa MCM 

(MiniChromosome Maintenance) y la progresión 

de la DNA polimerasa debido a la presencia de 

DNA molde dañado o a la escasez de dNTPs 

(Sogo et al., 2002). Sin embargo, el origen del 

ssDNA en el caso de las DSBs que aparecen du-

rante la fase G2 depende de la unión del complejo 

MRN (Mre11, Rad50, Nbs1) a dichas roturas. Una 

vez unido este complejo, Nbs1 se asocia con la 

proteína Ctp1 lo que provoca una resección inicial 

con sentido de 5’ a 3’ en los extremos del DNA 

generando ssDNA con extremos 3’ protuberantes 

(Langerak et al., 2011; Limbo et al., 2011). Esta 

resección es extendida posteriormente por la nu-

cleasa Exo1 (Tomita et al., 2003). 

Figura 10: Organización del aparato del checkpoint durante el daño en el DNA en G2 y durante el bloqueo en la replicación. 
Los círculos rojos indican fosforilaciones y los círculos verdes modificaciones de histonas.
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Rad9, Rad1 y Hus1 forman un complejo 

heterotrimérico con una estructura tridimensio-

nal muy similar a la de PCNA (Proliferating Cell 

Nuclear Antigen), un homotrímero con forma de 

anillo que actúa como una abrazadera deslizante 

sobre el DNA a la cual se unen las polimerasas 

replicativas (Dore et al., 2009). El complejo 9-1-1 

es cargado en las transiciones de DNA de cadena 

sencilla a DNA de cadena doble de forma depen-

diente del complejo formado por Rad17 y las pro-

teínas RFC2-5 (Replication Factor C) (Majka et al., 

2006; Venclovas y Thelen, 2000).

2.3.2	 Adaptadores y proteínas de andamiaje

Las proteínas adaptadoras o mediadoras de 

la respuesta de checkpoint son las responsables 

de transmitir la señal desde la proteína sensora 

Rad3 a las quinasas efectoras Cds1 y Chk1 (figura 

10). 

La proteína Crb2 es el adaptador que co-

necta el complejo Rad3-Rad26 con Chk1. Crb2 es 

hiperfosforilado por Rad3 en respuesta a daño en 

el DNA (Saka et al., 1997), lo que permite su unión 

con Chk1 (Qu et al., 2012). De esta forma Chk1 

es reclutado a los DSBs donde es fosforilado por 

Rad3 activándose así el checkpoint de daño en el 

DNA. 

Mrc1 (Mediator of replication checkpoint) 

media la transducción de la señal desde Rad3-

Rad26 a Cds1. Mrc1 se expresa predominante-

mente en fase S y es fosforilada por Rad3 y Tel1 

tras un tratamiento con HU (Tanaka y Russell, 2001; 

Tanaka y Russell, 2004; Zhao et al., 2003), promo-

viendo su interacción con Cds1 (Xu et al., 2006). 

Rad4 es una proteína de andamiaje capaz 

de acoplar físicamente el complejo 9-1-1, el com-

plejo Rad3/Rad26 y la proteína Crb2 y es necesa-

ria tanto para la activación de Chk1 como para la 

activación de Cds1 (Furuya et al., 2004; Harris et 

al., 2003; Qu et al., 2013; Taricani y Wang, 2006). 

2.3.3	 Efectores

El acontecimiento principal desencadena-

do en respuesta a estrés genotóxico es la fosfo-

rilación de las proteínas quinasa efectoras Chk1 y 

Cds1 por Rad3 (Lopez-Girona et al., 1999; Tanaka 

y Russell, 2001), ya que se cree que Rad3 actúa 

localmente fosforilando factores asociados a la 

cromatina mientras que las quinasas efectoras 

pueden difundir y propagar la señalización del 

checkpoint a efectores distantes (Smolka et al., 

2007). 

El estrés replicativo y el daño en el DNA 

ocurrido durante fase S llevan a la activación de 

Cds1 (Brondello et al., 1999; Lindsay et al., 1998; 

Murakami y Okayama, 1995), mientras que cuan-

do el daño en el DNA se produce en fase G2 se 

activa Chk1 (Brondello et al., 1999; Walworth et 

al., 1993). En ambos casos se produce una parada 

del ciclo celular que impide la entrada en mitosis 

de células con DNA dañado o no replicado. Así, 

la activación de Cds1 y/o Chk1 lleva a la inhibi-

ción de la fosfatasa Cdc25 y a la activación de la 

quinasa Mik1 (Furnari et al., 1999; Furnari et al., 

1997; Rhind et al., 1997; Rhind y Russell, 2001), lo 

que acentúa la fosforilación inhibitoria la Tyr15 de 

Cdc2 y el correspondiente descenso de la activi-

dad CDK necesario para evitar la entrada en mito-

sis (figura 11). 

Sin embargo, el bloqueo del ciclo celular 

no es la única respuesta celular mediada por las 

quinasas efectoras una vez que el checkpoint está 

activo. Estas quinasas también juegan un papel 

importante en la estabilidad, reparación y recupe-

ración durante y después de la parada de chec-



INTRODUCCIÓN

17

kpoint.

2.4	 El checkpoint de bloqueo en replicación

El checkpoint de replicación es una ruta de 

transducción compleja que se activa cuando la re-

serva de dNTPs se vuelve limitante para la síntesis 

de DNA o cuando las horquillas de replicación se 

encuentran con lesiones en el DNA molde (Bran-

zei y Foiani, 2009; Jossen y Bermejo, 2013; Labib 

y De Piccoli, 2011). Las horquillas de replicación 

bloqueadas suponen una seria amenaza para la 

integridad genómica ya que son propensas a su-

frir colapsos o reorganizaciones (Lambert y Carr, 

2013).

Una vez activo, el checkpoint desencadena 

una serie de respuestas celulares que permiten 

que la replicación pueda ser reanudada cuando 

se recuperan las condiciones normales (Branzei y 

Foiani, 2009; Jossen y Bermejo, 2013; Labib y De 

Piccoli, 2011). 

2.4.1	 Activación de Cds1

Cds1 es una serina/treonina proteína quina-

sa que pertenece a la familia de las checkpoint-

quinasas tipo Chk2 que incluye Dun1, Rad53 y 

Mek1 de S. cerevisiae y Chk2 humana. Como to-

dos los miembros de esta familia, Cds1 presenta 

un dominio FHA (ForkHead-Associated) en su re-

gión N’-terminal que media interacciones proteí-

na-proteína y un dominio quinasa (Durocher et al., 

2000; Murakami y Okayama, 1995).

Cds1 se localiza por toda la célula concen-

trándose en el núcleo durante la fase S. La locali-

zación nuclear constitutiva de la proteína no pro-

mueve su activación, indicando que su papel en 

el checkpoint no depende exclusivamente de esta 

localización (Brondello et al., 1999).

Cds1 es activada por estrés replicativo en un 

mecanismo de dos pasos (figura 12). En el primer 

paso, Cds1 interacciona a través de su dominio 

FHA con Mrc1 previamente fosforilada por Rad3 

en los residuos Thr412 y Thr653. Esta interacción 

es un requisito para que se produzca la aproxima-

ción entre Rad3/Rad26 y Cds1 y por consiguien-

te para que Rad3 fosforile a Cds1 en su residuo 

Thr11 (Tanaka y Russell, 2004; Xu et al., 2006; Yue 

Figura 11: Inhibición de la actividad de Cdc2 en respuesta a daño en el DNA en G2 o durante el bloqueo en la replicación.
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et al., 2011). En la segunda etapa dos moléculas 

de Cds1 fosforiladas en su Thr11 interaccionan en-

tre sí de forma dependiente del dominio FHA para 

formar un homodímero que es activado por auto-

fosforilación en los residuos Thr328 y Thr332 (Xu 

et al., 2006; Yue et al., 2011 ). Para que esto ocu-

rra, además de las fosforilaciones en Mrc1 y Cds1 

también es necesaria la fosforilación de Rad9 por 

Rad3 en su Thr412 (Furuya et al., 2004; Yue et al., 

2011). 

Otras proteínas como el complejo Swi1-

Swi3, también conocido como FPC (Fork Protec-

tion Complex), y Sap1 también son necesarias 

para la activación completa de Cds1 (Noguchi y 

Noguchi, 2007; Noguchi et al., 2003; Shimmoto 

et al., 2009; Tanaka et al., 2010).

El complejo Swi1-Swi3 está asociado a la 

cromatina durante la fase S y viaja junto con la 

maquinaria de replicación (Noguchi et al., 2004). 

Este complejo fue descubierto por su función en 

el intercambio del tipo sexual en S. pombe (Egel 

et al., 1984) y está implicado en la ralentización de 

la progresión de las horquillas de replicación en 

zonas del genoma difíciles de replicar favorecien-

do su estabilidad (Leman y Noguchi, 2012). Ade-

más, juega un papel en el establecimiento de la 

cohesión entre las cromátidas hermanas de forma 

coordinada durante la replicación (Ansbach et al., 

2008; Leman y Noguchi, 2012; Rapp et al., 2010). 

El reclutamiento del complejo Swi1-Swi3 a 

la cromatina depende de Sap1 (Noguchi y Nogu-

chi, 2007). Sap1 está implicada en la parada de 

las horquillas de replicación en el locus de conju-

gación y en las repeticiones de DNA ribosómico 

(Arcangioli et al., 1994; Mejia-Ramirez et al., 2005). 

Posteriormente se ha visto que Sap1 también se 

une a los orígenes de replicación y es necesaria 

para la iniciación de la replicación (Sun y Kong, 

2010). 

La activación eficiente de Cds1 requiere, 

Figura 12: Mecanismo de activación en dos pasos de Cds1.
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además, un estado de replicación activo ya que 

proteínas implicadas en el inicio y la progresión 

de la replicación como Hsk1, Ctf18, Orc1 y Cdc45 

también son necesarias para su activación (Ans-

bach et al., 2008; Matsumoto et al., 2010; Nitani 

et al., 2006).

2.4.2	 Efectores de Cds1

Cómo se mencionó anteriormente, Cds1 in-

hibe la entrada en mitosis en respuesta a estrés 

replicativo a través de la inhibición de Cdc25 y la 

activación de Mik1. Sin embargo, aunque las cé-

lulas cds1D sufren parada de checkpoint debido a 

la activación de Chk1, rápidamente pierden via-

bilidad tras un tratamiento con HU. Esto puso de 

manifiesto la importancia de Cds1 en el manteni-

miento de la estabilidad de las horquillas de repli-

cación (Boddy et al., 1998; Lindsay et al., 1998). 

De hecho, la mayoría de los efectores caracteriza-

dos de Cds1 poseen funciones relacionadas con 

la ralentización de la replicación o la inhibición de 

los mecanismos de reparación que pueden ser 

perjudiciales cuando la replicación está bloquea-

da (figura 13).

Cds1 se une a la subunidad de la helicasa 

MCM Mcm4 y la fosforila en presencia de HU (Bai-

lis et al., 2008). La regulación del complejo MCM 

por Cds1 ha sido propuesto como un mecanismo 

necesario para evitar el excesivo desenrollamiento 

del DNA en presencia de estrés replicativo (Fors-

burg, 2008; Sabatinos et al., 2012). 

Cds1 también inhibe a Hsk1, una quinasa 

implicada en la activación de orígenes de repli-

cación (Snaith et al., 2000; Takeda et al., 2001). 

De esta manera Cds1 impide que se disparen los 

orígenes de replicación tardíos, lo que supone la 

principal causa de la ralentización de la replicación 

en presencia de estrés replicativo conocida como 

el “intra-fase S checkpoint” (Jossen y Bermejo, 

2013; Kumar y Huberman, 2004).

Cds1 regula directamente la maquinaria de 

recombinación homóloga para evitar procesos 

de recombinación deletéreos en condiciones de 

estrés replicativo, como es el caso del complejo 

endonucleasa Mus81-Eme1, la helicasa Rqh1 y 

Rad60 (Froget et al., 2008; Kai et al., 2005; Mi-

yabe et al., 2009; Willis y Rhind, 2009). Además, 

Cds1 es necesaria para inhibir la regresión de las 

horquillas de replicación a través de la asociación 

de la nucleasa Dna2 a las horquillas bloqueadas. 

Dna2 degrada eficientemente los precursores ne-

cesarios para la inversión de las horquillas (Hu et 

al., 2012). 

Además de coordinar los mecanismos ne-

cesarios para la estabilidad de las horquillas de re-

plicación mencionados anteriormente, Cds1 tam-

bién promueve una repuesta transcripcional que 

tiene como objetivo incrementar la concentración 

de dNTPs necesaria para que se reanude la repli-

cación. Cds1 activa la transcripción dependiente 

del MBF (MluI-Binding Factor) mediante la fosfori-

lación de varios componentes de dicho complejo 

como Cdc10, el corepresor Nrm1, el represor Yox1 

y el coactivador Rep2 (Chu et al., 2009; de Bruin et 

al., 2008; Dutta et al., 2008; Gomez-Escoda et al., 

2011; Ivanova et al., 2013).

Cds1 fosforila también la fosfatasa Flp1 

promoviendo su liberación del nucléolo al núcleo 

en respuesta a HU (Broadus y Gould, 2012; Diaz-

Cuervo y Bueno, 2008). Flp1 contribuye a la acti-

vación de Cds1 (Diaz-Cuervo y Bueno, 2008). Sin 

embargo, no es necesaria para la viabilidad celular 

en respuesta a estrés genotóxico por lo que no 

está clara su función en el núcleo en estas condi-

ciones. Se ha postulado que podría desfosforilar 
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sustratos fosforilados por las checkpoint-quinasas 

(Broadus y Gould, 2012).

Recientemente se ha descrito que Cds1 no 

sólo bloquea la progresión del ciclo celular, sino 

también el crecimiento polarizado dependiente 

de microtúbulos en respuesta a estrés replicativo 

ya que activa por fosforilación a Ppb1, la subuni-

dad catalítica de la fosfatasa calcineurina. La calci-

neurina desfosforila a Tip1 produciendo un retraso 

en el establecimiento del crecimiento por el se-

gundo polo (NETO) (Kume et al., 2011).

2.5	 El checkpoint de daño en el DNA

El Checkpoint de daño en el DNA coordi-

na la parada de ciclo celular en G2 con los meca-

nismos de reparación para preservar la integridad 

genómica cuando se detectan lesiones en el DNA 

(Yasuhira et al., 2012).

En S. pombe, la entrada en mitosis es inhibi-

da por la activación de la quinasa Chk1 en respues-

ta a DNA dañado durante las fases G2 y S tardía 

(Martinho et al., 1998; Walworth y Bernards, 1996). 

Además, este mecanismo de checkpoint también 

se activa en respuesta a horquillas dañadas o co-

lapsadas, una situación que ocurre tras un proce-

samiento deletéreo de ciertas estructuras durante 

la fase S o como resultado de una respuesta defec-

tuosa del checkpoint de replicación (Boddy et al., 

1998; Wan et al., 1999).

Chk1 es esencial para la supervivencia en 

presencia de daño en el DNA ya que las células 

que carecen de chk1+ no paran la progresión del 

ciclo celular (Walworth et al., 1993). Para que se 

produzca la activación de Chk1 mediante su fos-

forilación por Rad3 en su Ser345 son necesarias, 

además de Rad3 y Rad26, las proteínas Rad9, 

Rad1, Hus1, Rad17, Rad4/Cut5 y Crb2 (al-Khodairy 

et al., 1994; Enoch et al., 1992; Qu et al., 2013; Qu 

et al., 2012; Saka et al., 1997; Walworth y Bernards, 

1996).

Figura 13: Efectores de Cds1 conocidos hasta el momento.
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2.6	 El Spindle Assembly Checkpoint (SAC)

El Spindle Assembly Checkpoint es una ruta 

de señalización que controla la unión de los cro-

mosomas al huso mitótico e inhibe la transición 

metafase-anafase hasta que todos los cromosomas 

están bi-orientados correctamente (Lara-Gonzalez 

et al., 2012). Los componentes del SAC son Mps1 

(Mph1 en S. pombe), Mad1, Mad2, Mad3 (BubR1 

en algunos organismos), Bub1 y Bub3 (Musacchio 

y Salmon, 2007). Además está la quinasa Ark1 (Au-

rora B) que es necesaria para la activación del SAC 

(Petersen y Hagan, 2003; Santaguida et al., 2011). 

Estas proteínas están conservadas evolutivamente 

y están enriquecidas en los cinetocoros no unidos 

a microtúbulos. 

Mph1 actúa por encima del resto de com-

ponentes del SAC ya que en su ausencia ninguna 

de las demás proteínas de la ruta se localiza en el 

cinetocoro y el SAC no se activa. La localización de 

Mph1 depende de la actividad de la Ark1 (Heinrich 

et al., 2012). Aurora B fosforila proteínas del cine-

tocoro dependiendo de si el cinetocoro está o no 

está unido al microtúbulo (Liu et al., 2009) lo que 

podría generar un sitio de unión para Mph1 y la 

activación de la ruta (Heinrich et al., 2012). 

Mph1 promueve la unión de Bub1 y Bub3 

al cinetocoro mediante fosforilación de la proteína 

Spc7. Además se sabe que Bub1 y Bub3 solamen-

te interaccionan con la forma fosforilada de Spc7 

si se encuentran unidas formando un complejo 

(Shepperd et al., 2012; Yamagishi et al., 2012). La 

unión del complejo Bub1-Bub3 al cinetocoro po-

dría iniciar un proceso de retroalimentación po-

sitiva ya que la unión de Ark1 al cinetocoro a su 

vez depende de la fosforilación de la histona H2A 

por Bub1 (Kawashima et al., 2010). Por otro lado, 

Mad1, Mad2 y Mad3 no se localizan en los cine-

tocoros en ausencia de Bub1 o Bub3 (figura 14) 

(Heinrich et al., 2012).

Mad2 es un componente clave del SAC que 

se activa mediante un cambio de conformación 

promovido usando como cebador el complejo 

Mad1-Mad2, enriquecido en los cinetocoros no 

unidos a microtúbulos (De Antoni et al., 2005). 

Una vez activo, Mad2 se asocia en el nu-

cleoplasma con Mad3 y Cdc20 dando lugar al 

MCC (Mitotic Checkpoint Complex) que se une 

Figura 14: Ruta de señalización del SAC en S. pombe. Figura adaptada de (Yamagishi, 2012).
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e inhibe al complejo APC/C (figura 14) (Millband 

y Hardwick, 2002). Recientemente se ha descrito 

que Mph1 estabiliza la unión Mad2-Mad3-Cdc20 

mediante la fosforilación de Mad2 (Zich et al., 

2012). Es posible que esta fosforilación sea una 

de las varias modificaciones postraduccionales en 

los componentes del MCC que confieran estabi-

lidad al complejo ya que en S. cerevisiae el MCC 

es estabilizado mediante la fosforilación de Mad3 

por Aurora B (King et al., 2007) y Bub1 fosforila a 

Cdc20 en células animales (Tang et al., 2004). Ade-

más se han identificado sitios de fosforilación por 

Mph1 en la proteína Mad3 de S. pombe.

Como hemos visto anteriormente, la fosfo-

rilación por Ark1 de las proteínas del cinetocoro 

externo desestabiliza las interacciones cinetocoro-

microtúbulo aberrantes y activa el SAC. El des-

prendimiento de uniones aberrantes es necesario 

para que se produzcan sucesivas rondas de ancla-

je hasta que se consigue la bi-orientación del cro-

mosoma.

Cuando la asociación de los cinetocoros 

de cromátidas hermanas a microtúbulos de polos 

opuestos se produce correctamente, se genera 

una tensión que tiene como consecuencia la sepa-

ración de Aurora B de sus sustratos del cinetocoro 

externo. Sin embargo, los sustratos necesitan ser 

desfosforilados y esta desfosforilación es llevada 

a cabo por la fosfatasa PP1 Dis2, cuya función es 

antagonizar a la quinasa Aurora B estabilizando las 

uniones cinetocoro-microtúbulo y silenciando el 

SAC (figura 15) (Vanoosthuyse y Hardwick, 2009). 

La fosfatasa Dis2 se localiza en el cinetocoro ex-

terno mediante su asociación tanto a Spc7 como 

a las kinesinas Klp5 y Klp6 (Meadows et al., 2011).

3.	 REGULACIÓN DE LA MORFOLOGÍA Y LA 

POLARIDAD. EL CITOESQUELETO DE ACTINA 

Y DE MICROTÚBULOS

En S. pombe, la progresión del ciclo celular 

está íntimamente ligada al ciclo morfogenético. La 

fase del ciclo en la que se encuentra la célula de-

termina el patrón de crecimiento que dará lugar a 

la forma de la misma. Sin embargo, el crecimiento 

polarizado, es controlado en última instancia por 

una compleja red de interacciones entre la maqui-

naria de polarización celular, los microtúbulos y el 

citoesqueleto de actina.

3.1	 El citoesqueleto de actina

En S. pombe la actina está codificada por un 

único gen, act1+, y existe en dos estados: la acti-

na globular, G-actina, que es la forma minoritaria 

y la actina polimerizada o filamentosa, F-actina. El 

citoesqueleto de actina de S. pombe es relativa-

mente simple y durante el crecimiento vegetativo 

se organiza en tres estructuras bien definidas: los 

parches de actina, los cables de actina y el anillo 

contráctil de actomiosina (figura 16) (Marks y Hy-

ams, 1985).

Figura 15: Modelo propuesto del mecanismo de silen-
ciamiento del SAC mediante la desfosforilación de sus-
tratos por la fosfatasa PP1 Dis2. Figura adaptada de (Va-
noosthuyse, 2009).
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3.1.1	 Los parches de actina

Los parches de actina son filamentos cortos 

y ramificados enormemente dinámicos que se en-

samblan en los sitios de endocitosis que acompa-

ñan al crecimiento polarizado en los polos durante 

la interfase y en la zona media cuando las células 

se dividen (Gachet y Hyams, 2005). La función en-

docítica de los parches de actina se ha relacionado 

con la síntesis y remodelación de la pared celular 

(Kovar et al., 2011). 

La nucleación de los parches de actina es 

llevada a cabo por el complejo Arp2/3 (actin rela-

ted protein), un complejo formado por varias subu-

nidades que incluyen dos proteínas parecidas a la 

actina (Arp2 y Arp3) y otras cinco proteínas únicas 

(Rotty et al., 2013). Este complejo es estimulado 

por tres factores promotores de nucleación: Pan1, 

similar al adaptador endocítico Eps15; Wsp1 de la 

familia WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome Protein) y 

la miosina de tipo I Myo1 (Lee et al., 2000; Sirotkin 

et al., 2010). 

Además, en los parches hay otras proteínas 

implicadas en la estabilidad y en la regulación de 

la dinámica de los parches y de otras estructuras 

de actina (Figura 16). Así, la fimbrina, Fim1, da rigi-

dez a la estructura del parche de actina; la profilina, 

Cdc3, es una proteína de unión a actina implicada 

en nucleación y polimerización de los filamentos 

de actina; la coronina, Crn1, está asociada a los 

parches y determina la extensión de los filamentos 

de actina; y las cofilinas, Adf1 y Gmf1 se unen a 

los filamentos e inducen su ruptura en fragmentos 

más cortos para que el parche de actina se desen-

samble más rápidamente una vez finalizado el pro-

Figura 16: (A) Organización del citoesqueleto de actina de S. pombe en sus diferentes estructuras. (B) Proteínas asociadas a la 
actina en las diferentes estructuras. Figura adaptada de (Kovar, 2011).



INTRODUCCIÓN

24

ceso de endocitosis asociado a la internalización 

del parche (Kovar et al., 2011).

3.1.2	 Los cables de actina

Los cables de actina se extienden a lo lar-

go del eje longitudinal de las células en interfase 

orientados de tal manera que la inserción de nue-

vos monómeros ocurre por el extremo más cerca-

no a los polos (Kamasaki et al., 2005). Esta orienta-

ción asegura el transporte a los polos del material 

requerido para el crecimiento polarizado ya que 

sirven como vías a través de las cuales viajan las 

miosinas de tipo V, como Myo52, que transportan 

vesículas de secreción para que se produzca el cre-

cimiento polarizado (Motegi et al., 2001).

Los cables de actina están compuestos de 

haces de filamentos cortos de actina paralelos que 

son ensamblados por la actividad nucleadora de la 

formina For3 (Feierbach y Chang, 2001; Kamasaki 

et al., 2005). En S. pombe se han descrito pocas 

proteínas de unión a filamentos de actina que se 

unan a los cables, tan solo la tropomiosina Cdc8, 

una proteína estabilizadora de filamentos de acti-

na y la coronina, Crn1 (Figura 16) (Pelham y Chang, 

2001).

3.1.3	 El anillo de actomiosina

Es una estructura esencial para la división 

celular que está formada por filamentos de ac-

tina y de miosina de tipo II (Balasubramanian et 

al., 2004). El anillo contráctil se ensambla en la re-

gión media de la célula durante la mitosis, siendo 

la formina Cdc12 la responsable del ensamblaje 

de los filamentos de actina que se asocian con la 

tropomiosina Cdc8 y con Myo2 (Yonetani y Chang, 

2010). La contracción del anillo depende de la 

activación de una ruta de señalización conocida 

como SIN (Septation Initiation Network) y se pro-

duce de forma coordinada con el depósito y la in-

vaginación de nueva membrana. Ambos procesos 

guían la deposición del material de pared celular 

que forma el septo de división (Balasubramanian 

et al., 2004; Johnson et al., 2012). 

3.2	 El citoesqueleto de microtúbulos

Los microtúbulos son polímeros de forma 

cilíndrica presentes en todas las células eucariotas, 

formados por la asociación no covalente de mo-

nómeros de tubulina (a y b-tubulina). Debido a la 

naturaleza del ensamblaje de los dímeros de tubu-

lina, los microtúbulos son estructuras polares con 

dos extremos bien definidos. El polo (+) es capaz 

de añadir o perder subunidades adicionales de di-

meros de tubulina y así crecer o despolimerizarse 

(proceso conocido como catástrofe), y el polo (-) 

es estático y se asocia a sitios de nucleación de 

microtúbulos (Desai y Mitchison, 1997; Mitchison 

y Kirschner, 1984).

En S. pombe, los microtúbulos se organizan 

de diversas formas y desde distintos lugares en 

la célula, que se han denominado “Centros Or-

ganizadores de Microtúbulos” o MTOCs. Duran-

te interfase, la célula contiene entre 3-5 haces de 

microtúbulos que desempeñan funciones relacio-

nadas con el posicionamiento del núcleo, que a su 

vez condicionará la posición del sitio de división, el 

crecimiento y la morfología celular (Daga y Chang, 

2005; Daga y Nurse, 2008). Estos microtúbulos se 

organizan desde el SPB, la membrana nuclear, los 

propios microtúbulos o el citoplasma. Al conjunto 

de estos MTOCs que funcionan durante interfase 

se les conoce como iMTOCs. 

En mitosis, los microtúbulos citoplasmáticos 

se desensamblan y se forman los microtúbulos 

intranucleares (huso mitótico) y los microtúbulos 

astrales, ambos desde el SPB. Los microtúbulos 
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astrales han sido relacionados con el alineamiento 

del huso mitótico con respecto al eje celular, pero 

no con su elongación (Sawin y Tran, 2006). 

En las últimas etapas de la mitosis desapare-

cen los microtúbulos intranucleares y astrales y se 

forma una nueva estructura en la región del septo 

de división, el “Post-Anaphase Array” o PAA. Al 

concluir la mitosis, esta estructura se desorganiza 

y se forman de nuevo los microtúbulos citoplas-

máticos. El PAA estabiliza el anillo de actomiosi-

na durante la citocinesis y mantiene alejados a los 

núcleos de las células hijas de la zona de división 

(figura 17) (Hagan y Hyams, 1988; Pardo y Nurse, 

2003).

3.2.1	 Nucleación y organización de microtúbulos

La polimerización de los microtúbulos in 

vivo requiere del complejo de la γ-tubulina, un 

complejo de unos 2 MDa formado por distintas 

proteínas entre las que se incluye la γ-tubulina. Al 

igual que en eucariotas superiores, en S. pombe 

se han identificado dos posibles versiones del 

complejo de la g-tubulina. La versión pequeña (g-

TUSC), compuesta por las proteínas Gtb1, Alp4 y 

Alp6, que es más abundante y relativamente in-

activa, y la versión grande (g-TURC), que está for-

mada por la versión pequeña más Alp16, Gfh1 y 

Mod21, y es más escasa y eficiente (Anders et al., 

2006). El complejo de la γ-tubulina es incorporado 

a los MTOCs a través de otro complejo formado 

por las proteínas Mto1 y Mto2 (Samejima et al., 

2005; Sawin et al., 2004).

La organización de los microtúbulos en ha-

ces durante la interfase se mantiene gracias a las 

proteínas Ase1 y la kinesina Klp2. Ase1 forma ho-

modímeros que se unen a las regiones superpues-

tas de los extremos negativos de dos microtúbulos 

orientados de forma antiparalela y los mantiene 

unidos (Loiodice et al., 2005), mientras que Klp2 

facilita el deslizamiento de estos microtúbulos uno 

sobre otro (Braun et al., 2009). De esta manera, 

los extremos positivos de los microtúbulos están 

orientados hacia los polos celulares y los extremos 

negativos empaquetados en el centro de la célula 

dando lugar a una matriz antiparalela y simétrica.

3.2.2	 Proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs)

Los microtúbulos no son simples polímeros 

de tubulina, a ellos se asocian numerosas proteí-

nas que regulan la dinámica y las funciones del ci-

toesqueleto de microtúbulos. 

Entre estas proteínas se encuentran las pro-

teínas motoras que mediante la hidrólisis de ATP 

son capaces de desplazar sustratos a través de los 

microtúbulos o de mover un microtúbulo a través 

de una estructura estática. S. pombe contiene úni-

camente un gen que codifica una cadena pesada 

de dineína (dhc1+) (Hiraoka et al., 2000) y nueve 

genes que codifican diferentes cadenas pesadas 

de kinesinas (pkl1+, klp2+, klp3+, tea2+, klp5+, klp6+, 

cut7+, klp8+ y klp9+) (Fu et al., 2009). Las proteínas 

Klp5 y Klp6, dos miembros de la familia de la kine-

sina-8, son capaces de inducir tanto la catástrofe 

como el crecimiento de los microtúbulos y son ne-

cesarias para la segregación de cromosomas y el 

silenciamiento del SAC (Erent et al., 2012; García 

Figura 17: Organización de los microtúbulos durante el ci-
clo vegetativo de S. pombe. (azul = núcleo; verde = micro-
túbulos; rojo = MTOCs). Figura tomada de Tesis Doctoral 
(Javier Encinar, 2010).
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et al., 2002; Grissom et al., 2009; Meadows et al., 

2011; Syrovatkina et al., 2013).

Un segundo grupo de proteínas asociadas 

a microtúbulos son las +TIPs, proteínas que se 

asocian al extremo positivo de los microtúbulos y 

regulan tanto la dinámica de microtúbulos como 

las interacciones de los microtúbulos con otras es-

tructuras celulares. 

Entre las +TIPs destacan las proteínas EB 

(End Binding), cuyo representante en S. pombe 

es la proteína Mal3 (Asakawa et al., 2005). Estas 

proteínas se unen de forma autónoma al extremo 

positivo de los microtúbulos en crecimiento esta-

bilizándolo y además, de ellas depende la unión 

de otras +TIPs (Duellberg et al., 2013).

Otra familia de proteínas +TIP es la familia 

de “Proteínas Asociadas al Citoesqueleto ricas en 

Glicina” (CAP-Gly) a las que pertenece Tip1, el ho-

mólogo en S. pombe de CLIP-170. Tip1 se asocia 

al extremo positivo de los microtúbulos a través de 

la kinesina Tea2 y es necesaria para evitar que los 

microtúbulos sufran catástrofe al tocar cualquier 

punto de la corteza celular que no sean los polos 

(Busch y Brunner, 2004). Tip1 también participa en 

el establecimiento del crecimiento polarizado ya 

que transporta el complejo Tea1-Tea4 en la punta 

del microtúbulo a los polos de la célula (Browning 

et al., 2003). 

Dis1 y Alp14 pertenecen a la familia de +TIPs 

TOG/XMAP215, los miembros de esta familia son 

los principales reguladores de la dinámica de mi-

crotúbulos en la célula. Estas dos proteínas tienen 

actividad polimerasa sobre los microtúbulos, están 

relacionadas con la formación del huso mitótico y 

tienen un papel muy importante en la interacción 

microtúbulo-cinetocoro, al que se unen a través de 

la proteína Ndc80 (Al-Bassam et al., 2012; Hsu y 

Toda, 2011; Tang et al., 2013).

El complejo DASH es un grupo peculiar de 

proteínas +TIP, ya que es exclusivo de levaduras. 

Este complejo está formado por diez subunida-

des (Dam1, Duo1, Ask1, Dad1, Dad2, Dad3, Dad4, 

Dad5, Spc19 y Spc34) y se cree que forma estruc-

turas de tipo anillo que abrazan el microtúbulo 

(Buttrick y Millar, 2011). El complejo DASH está 

implicado en la bi-orientación de los cromosomas 

durante la metafase (Sanchez-Perez et al., 2005). 

3.3	 Control del crecimiento polarizado me-

diante la regulación coordinada del citoesquele-

to de actina y de microtúbulos

El establecimiento del crecimiento por el se-

gundo polo (NETO) es un buen ejemplo de cómo 

interactúan el citoesqueleto de actina con el de 

microtúbulos. La capacidad del citoesqueleto de 

microtúbulos para regular la polaridad celular y es-

tablecer los lugares de crecimiento se debe a que 

transporta hasta allí las proteínas necesarias para 

la activación de la nucleación de la actina en estos 

lugares.

Las células con defectos en los microtúbu-

los interfásicos crecen de forma polarizada pero en 

posiciones aberrantes, dando lugar a células cur-

vadas y en forma de T (Hirata et al., 1998; Radcliffe 

et al., 1998; Umesono et al., 1983; Zimmerman et 

al., 2004). Uno de los primeros componentes de 

la maquinaria de polarización celular identificado 

fue la proteína Tea1, cuyo gen fue aislado a partir 

de uno de estos mutantes que mostraban células 

en forma de T y defectos en NETO similares a los 

descritos en los mutantes de microtúbulos (Mata y 

Nurse, 1997). Tea1 es una proteína con repeticio-

nes “kelch” y se localiza en los extremos positivos 
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de los microtúbulos y en el cortex celular (Behrens, 

2002; Feierbach et al., 2004; Mata y Nurse, 1997).

Posteriormente, estudios bioquímicos de-

mostraron que Tea1 formaba un complejo con 

Tea4 (Martin et al., 2005). El complejo Tea1-Tea4 

es transportado a los polos en los extremos (+) de 

los microtúbulos asociado al complejo +TIP (Mal3-

Tea2-Tip1) y se deposita de forma punteada en el 

córtex. Su localización depende de la interacción 

de Tea1 con las proteínas Mod5 y Tea3 (Arellano et 

al., 2002; Snaith y Sawin, 2003; Snaith et al., 2005).

Mod5 es una proteína anclada a la membra-

na mediante prenilación y es necesaria para el an-

claje de Tea1 en ambos polos, mientras que Tea3 

es una proteína similar a Tea1 que secuestra a Tea1 

en el polo nuevo antes de NETO. Además, Tea4 

también juega un papel en el anclaje del complejo 

Tea1-Tea4 en el polo de crecimiento (Martin et al., 

2005; Tatebe et al., 2005). De esta manera, Tea3 y 

Tea4 promueven el anclaje de Tea1 cada una en un 

polo específico. 

En el polo de crecimiento, Tea4 se une di-

rectamente a For3, lo que promueve la nucleación 

de los cables de actina en ese polo (Martin et al., 

2005). Al complejo formado por Tea1-Tea4-For3 

se unen los activadores de la formina: la GTPasa 

de la familia Rho Cdc42, Bud6 (que se une a ac-

tina y a For3) y Pob1 (Martin et al., 2007; Rincón 

et al., 2009). Se ha propuesto que Cdc42 activa 

libera a For3 de su autoinhibición disparando la 

polimerización de los cables de actina a través de 

los cuales las miosinas de tipo V transportan las ve-

sículas de secreción necesarias para el crecimiento 

(Martin et al., 2007). 

Se ha demostrado que la regulación de 

Cdc42 es crítica en este punto. La inhibición de la 

localización en los polos de Rga4 -inhibidor de la 

actividad de Cdc42- por la quinasa Pom1, y la acu-

mulación de Gef1 -activador de Cdc42- regulada 

por la quinasa Orb6, podrían proporcionar el um-

bral de actividad de la GTPasa necesario para que 

se desencadene el ensamblaje de la actina en este 

polo (figura 18) (Das et al., 2012; Das et al., 2009; 

Das et al., 2007; Kokkoris et al., 2014; Tatebe et 

al., 2008).

También se ha propuesto que la quinasa 

Pom1 podría actuar por debajo de Tea1 conec-

tando la señalización de microtúbulos y actina 

para asegurar la posición del crecimiento. Pom1  

se localiza en los polos de forma dependiente 

de Tea4, y en menor medida de Tea1. Pom1 se 

une directamente a fosfolípidos de la membrana 

plasmática cargados negativamente a través de 

Figura 18: Esquema de la regulación del crecimiento polarizado en S. pombe. Figura adaptada de (Huisman y Brunner, 2011).
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un motivo con carga positiva. La autofosforilación 

de Pom1 en este dominio inhibe su localización 

en la membrana. La fosfatasa Dis2, que se locali-

za en los polos mediante su interacción con Tea4 

(Alvarez-Tabarés et al., 2007) desfosforila a Pom1 

favoreciendo su asociación con la membrana plas-

mática. Cuando Pom1 difunde lateralmente por la 

membrana plasmática, Dis2 no puede desfosfori-

larla, disociándose gradualmente de la membrana 

y creándose un gradiente de Pom1 desde los po-

los de la célula. Este gradiente le permite a la célu-

la integrar información espacial relativa al tamaño 

y la geometría celular de una manera que depen-

de indirectamente de los microtúbulos (Martin y 

Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009).

4.	 GTPasas DE LA FAMILIA RHO

Las GTPasas de la familia Rho (Ras homo-

logy) controlan funciones biológicas tan importan-

tes como la morfogénesis y la progresión del ciclo 

celular en todos los organismos estudiados (Hall, 

2012; Militello y Colombo, 2013). En levaduras, re-

gulan la integridad celular coordinando la síntesis 

de la pared celular, esencial para la supervivencia 

de las células fúngicas, con la regulación del ci-

toesqueleto de actina y de microtúbulos y con la 

secreción (Park y Bi, 2007; Perez y Rincón, 2010).

Las GTPasas de la familia Rho forman parte 

de la superfamilia de pequeñas GTPasas relacio-

nadas con Ras y se encuentran en todas las cé-

lulas eucariotas (Hall, 2012; Militello y Colombo, 

2013). Estas proteínas comparten con los demás 

miembros de la superfamilia Ras un diseño estruc-

tural y un mecanismo molecular mediante el cual, 

actúan como interruptores moleculares alternan-

do entre un estado activo cuando están unidas a 

GTP e inactivo cuando están unidas a GDP. En su 

estado activo, estas GTPasas se unen a una gran 

cantidad de moléculas efectoras, activando así las 

cascadas de señalización que a su vez promueven 

respuestas celulares generales, como cambios del 

citoesqueleto de actina, dinámica de microtúbulos, 

tráfico de vesículas, polaridad celular y progresión 

del ciclo celular (Bourne et al., 1991; Bustelo et al., 

2007; Hall, 2012). 

La plasticidad de las proteínas Rho en tér-

minos de localización subcelular, regulación, unión 

a sus efectores y relación con proteínas de otras 

rutas de señalización, sitúan a estas GTPasas en 

un punto central de la regulación de una gran can-

tidad de procesos celulares (Hall, 2012; Militello y 

Colombo, 2013).

4.1	 Regulación de las GTPasas de la familia 

Rho

4.1.1	 Regulación por cambio de nucleótido

La activación de las GTPasas se produce por 

la unión de GTP mediada por las proteínas GEF 

(Guanine Exchange Factor). Estas proteínas se 

unen a la GTPasa en su estado inactivo (unida a 

GDP) y producen un cambio en su conformación 

que promueve la salida del GDP y su intercambio 

por GTP. La transición desde el estado activo a un 

estado inactivo depende de la hidrólisis de GTP 

por parte de la GTPasa. Éste es un proceso muy 

lento que se ve acelerado por la unión de las pro-

teínas GAP (GTPase Acivating Protein) (figura 19) 

(Bos et al., 2007; Cherfils, 2013). 

La simplicidad de este modelo contrasta 

con la complejidad de las rutas reguladas por es-

tas proteínas. De hecho, el estudio de las proteí-

nas que controlan el intercambio de nucleótido 

de las GTPasas ha sido crucial para entender esta 

paradoja. Tanto GEFs como GAPs son proteínas 

mayores y más complejas que las GTPasas en sí 
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mismas y contienen múltiples dominios capaces 

de interaccionar con otras proteínas y con lípidos, 

indicando que pueden actuar como señales de lo-

calización o como adaptadores en complejos mul-

tiproteicos (Bos et al., 2007; García et al., 2006b; 

Perez y Rincón, 2010).

4.1.2	 Regulación por cambio de localización sub-

celular

La localización subcelular de las GTPasas 

Rho es uno de los mecanismos más importantes 

en la regulación de estas proteínas. Por ejemplo, 

muchas GTPasas de la familia Rho ciclan entre el 

citosol y la membrana plasmática, guiadas por la 

incorporación de un grupo de naturaleza isopre-

noide en una cisteína conservada en el motivo C’-

terminal “CAAX”, lo que les permite anclarse a la 

membrana (Bustelo et al., 2007; Wennerberg et al., 

2005). 

También existe la regulación en sentido con-

trario y ésta es llevada a cabo por las proteínas GDI 

(GDP Dissociation Inhibitors). Los GDIs se unen a 

las Rho-GTPasas unidas a GTP extrayéndolas de 

las membranas y secuestrándolas en el citosol en 

su conformación inactiva. La función de los GDIs 

es importante para la liberación de estas proteí-

nas de la membrana cuando termina el proceso 

de señalización. La disociación de los GDIs y las 

GTPasas, es un requisito esencial para que se pro-

duzca la activación de éstas por parte de los GEFs 

y su subsiguiente asociación con las membranas 

(Cherfils, 2013; DerMardirossian y Bokoch, 2005).

4.1.3	 Regulación por mecanismos no convencio-

nales

A los mecanismos convencionales de re-

gulación por GEFs, GAPs y GDIs, se han sumado 

recientemente otros mecanismos “no convencio-

nales”: 1) regulación por microRNA (miRNA) del 

procesamiento postranscripcional de los RNA 

mensajeros que codifican Rho-GTPasas; 2) palmi-

toilación y localización en el núcleo que afectan a 

la distribución intracelular de las GTPasas;  3) mo-

Figura 19: Regulación de las 
GTPasas por cambio de nu-
cleótido.
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dificaciones postraduccionales como fosforilación, 

transglutaminación y AMPilación que afectan a la 

señalización, y 5) ubiquitinacion que controla la es-

tabilidad y reciclaje de las proteínas Rho (Liu et al., 

2012)

4.2	 La GTPasa Rho1 de S. pombe

La familia Rho en S. pombe está compues-

ta por seis miembros: Cdc42, Rho1, Rho2, Rho3, 

Rho4 y Rho5. De los cuales sólo dos, Cdc42 y 

Rho1, son esenciales para la supervivencia de las 

células (Arellano et al., 1999a; García et al., 2006b; 

Perez y Rincón, 2010).

El crecimiento polarizado en S. pombe está 

necesariamente relacionado con la síntesis de pa-

red celular y con la regulación del citoesqueleto 

de actina y la GTPasa Rho1 participa en ambos 

procesos. Cuando se elimina la expresión de rho1+ 

durante el crecimiento vegetativo en S. pombe, 

las células pierden la integridad y se lisan, la ma-

yoría como parejas, en el momento de la separa-

ción. Además, la actividad b-glucán sintasa (β-GS)

también disminuye drásticamente (Arellano et al., 

1999a; Arellano et al., 1996). De acuerdo con esto, 

los efectores de Rho1 mejor conocidos son enzi-

mas relacionadas con la síntesis de la pared celu-

lar: la β-(1,3)-GS y las proteínas quinasas C, Pck1 y 

Pck2 (figura 20) (Arellano et al., 1996; Arellano et 

al., 1999b; Sayers et al., 2000). 

Rho1 también tiene un papel como activador 

de la cascada de MAPK de Pmk1, conocida como 

ruta de integridad celular (García et al., 2009a). Re-

cientemente se ha visto que Rho1 activa esta ruta 

tanto a través de Pck1 como de Pck2 (Sanchez-Mir 

et al., 2014). El estudio de una cepa termosensible 

que lleva un alelo mutante de rho1+, rho1-596, ha 

demostrado, además de la relación de Rho1 con la 

ruta de integridad, una relación funcional de Rho1 

con la calcineurina (Viana et al., 2013).

Rho1 se localiza en los lugares de crecimien-

to celular, polos y septo. La disminución progresi-

va de Rho1 en las células produce la desaparición 

de la actina polimerizada, mientras que un incre-

mento de su expresión da lugar a puntos de actina 

mayores y distribuidos aleatoriamente por toda 

la célula (Arellano et al., 1997). Parece ser que un 

equilibrio adecuado en la cantidad de Rho1 es im-

portante para la regulación del citoesqueleto de 

actina, sin embargo aún no se ha descrito ninguna 

proteína que medie en este proceso (figura 20).

4.2.1	 Regulación de la GTPasa Rho1 de S. pombe

Se han identificado tres GEFs de Rho1, de-

nominados Rgf1, Rgf2 y Rgf3. Rgf1 activa a Rho1 

durante el crecimiento polarizado y participa en la 

reorganización de la actina necesaria para la tran-

sición del crecimiento monopolar a crecimiento bi-

polar conocido como NETO (García et al., 2006a). 

Rgf1 es el objeto de estudio en este trabajo y de él 

hablaremos en el apartado 5.4. Rgf2 activa a Rho1 

durante el proceso de esporulación y además, ac-

túa de forma redundante con Rgf1 durante el cre-

cimiento vegetativo ya que los genes rgf1+ y rgf2+ 

son sintéticos letales (García et al., 2009b). Por 

último, Rgf3 activa a Rho1 durante la citocinesis, 

siendo esencial para la integridad celular, y regula 

específicamente la síntesis del β-(1,3)-glucano del 

septo de división (figura 20) (Morrell-Falvey et al., 

2005; Tajadura et al., 2004).

Recientemente se ha demostrado que la 

proteína Rho-GEF Gef2, que coordina junto a la 

quinasa Plo1 la elección del sitio de división y la 

contracción del anillo de actomiosina (Guzman-

Vendrell et al., 2013; Ye et al., 2012), interacciona 

con Rho1, Rho4 y Rho5 (Zhu et al., 2013).
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Hasta el momento se han identificado tres 

GAPs de Rho1, Rga1, Rga5 y Rga8 y una proteí-

na GDI, Rdi1, el único GDI descrito en S. pombe, 

que también se une a Rho4 y Cdc42, aunque se 

desconoce el proceso celular en el participa (Na-

kano et al., 2003). Rga1 es el principal regulador 

negativo de Rho1 y tiene un papel importante en 

el crecimiento celular y la morfogénesis (Nakano et 

al., 2001). Rga5 regula negativamente la actividad 

β-(1,3)-glucán sintasa y el mutante presenta defec-

tos en citocinesis (Calonge et al., 2003). Por último, 

se ha descrito que la proteína Rga8 tiene actividad 

GAP in vivo para Rho1 en S. pombe, pero su fun-

ción es desconocida (figura 20) (Yang et al., 2003).

Además de la regulación por cambio de 

nucleótido mediante proteínas GEF y GAP, se han 

descrito otras proteínas que regulan la actividad 

de Rho1 como es el caso de la proteína homóloga 

a la paxilina de células de mamíferos, Pxl1, que 

tiene un papel en la formación y contracción del 

anillo de actomiosina y que regula negativamente 

a Rho1 (Pinar et al., 2008). 

Recientemente también se ha descrito que 

Edt1, una proteína clave en la ruta SIN (Daga et 

al., 2005), se une directamente a Rho1 actuando 

como un activador (Alcaide-Gavilan et al., 2014). 

Ya que Edt1 no muestra actividad GEF in vitro 

(García-Cortes y McCollum, 2009), se ha propues-

to que podría activar a Rho1 compitiendo con sus 

GAPs o reguladores negativos (Alcaide-Gavilan et 

al., 2014). Además, los mismos autores han des-

crito que Rho1 activa la ruta SIN, situándola en 

el centro de un mecanismo de retroalimentación 

positiva que conecta la ruta SIN con la citocinesis 

(Alcaide-Gavilan et al., 2014). 

Por último, se ha descrito que la subunidad 

reguladora B de la fosfatasa PP2A, Pab1, actúa 

también como un regulador negativo de Rho1 (Al-

caide-Gavilan et al., 2014).

Los mecanismos de señalización desde la 

superficie celular a las GTPasas Rho son poco co-

nocidos en S. pombe. Recientemente se ha descri-

to que las proteínas transmembrana Wsc1 y Mtl2, 

homólogas a los sensores de la ruta de integridad 

Figura 20: La GTPasa Rho1 de S. pombe junto con sus reguladores y sus efectores conocidos hasta el momento.
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Wsc1 y Mid2 de S. cerevisiae, actúan a través de 

Rho1 y son necesarias para el mantenimiento de 

los niveles activos de Rho1 en condiciones de es-

trés crónico en la pared celular. Sin embargo, ni 

Wsc1 ni Mtl2 parecen tener un papel importante 

en la activación de Pmk1 en estas condiciones 

(Cruz et al., 2013).

4.3	 GEFs de las GTPasas de la familia Rho

Las proteínas Rho ciclan entre una forma 

inactiva (unida a GDP) y una forma activa (unida 

a GTP). Las células regulan estas GTPasas modu-

lando la interconversión y la accesibilidad de estas 

dos isoformas. Los GEFs se unen a la GTPasa uni-

da a GDP y desestabilizan este complejo, mientras 

que estabilizan el intermediario de reacción libre 

de nucleótido. Gracias a la mayor concentración 

de GTP en la célula, el GDP es reemplazado por 

GTP, dando lugar a la activación de la GTPasa, que 

es así capaz de reconocer sus dianas moleculares 

o efectores (Bos et al., 2007; Cherfils, 2013). 

El número de reguladores GEF supera al de 

GTPasas en todos los organismos estudiados (Hall, 

2012). Se ha propuesto que los Rho-GEFs podrían 

actuar regulando la especificidad de activación de 

unos efectores u otros, debido a su capacidad de 

unión a diferentes proteínas y al reclutamiento o 

activación de las GTPasas en diferentes lugares de 

la célula. De esta forma los GEFs se comportarían 

como integradores de señales para la activación 

de respuestas celulares concretas (García et al., 

2006b; Papadaki et al., 2002; Perez y Rincón, 2010).

4.3.1	 Características estructurales de las proteínas 

Rho-GEF

Los factores GEF se caracterizan por la pre-

sencia de un dominio DH (Dbl homology) en su 

secuencia proteica. Dbl (Diffuse B-cell lymphoma), 

fue la primera proteína Rho-GEF descrita en célu-

las de mamífero y fue aislada como un oncogén 

capaz de inducir la transformación de la línea celu-

lar NIH3T3 (Eva et al., 1988). 

Los dominios DH de distintos GEFs presen-

tan muy poca identidad a nivel de secuencia, sin 

embargo, su estructura tridimensional está muy 

conservada (Liu et al., 1998; Soisson et al., 1998; 

Worthylake et al., 2000). Esta estructura consta de 

tres regiones denominadas CR1, CR2 y CR3. De 

ellas, CR1 y CR3 están expuestas hacia la superfi-

cie y forman el núcleo en el que se une la GTPasa 

(figura 21). Mutaciones en esta zona afectan a la 

actividad catalítica de las proteínas GEF (García et 

al., 2006a; Liu et al., 1998; Soisson et al., 1998; 

Tajadura et al., 2004).

Además del dominio DH o Rho-GEF, casi 

todas las proteínas GEF presentan un dominio PH 

(Plekstrin homology) adyacente al dominio DH. El 

Figura 21: Estructura secundaria y terciaria de los domi-
nios DH y PH de Sos1, un GEF de humanos. Dentro del 
dominio DH se pueden distinguir las regiones conservadas 
CR1, CR2 y CR3. Imagen adaptada de (Rossman, 2005).
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dominio PH es un dominio de unión a fosfolípidos 

de membrana como los fosfoinosítidos y también 

se une a otras proteínas, regulando de esta ma-

nera la localización de los Rho-GEFs, la actividad 

catalítica del dominio DH y la unión de la GTPasa 

(figura 21) (Viaud et al., 2012).

 

La mayoría de los GEFs poseen otros domi-

nios como SH2, SH3, Ser/Thr o Tyr quinasa, Ras-

GEF, Rho-GAP, Ran-GEF, BRCT, PDZ o dominios 

PH adicionales, implicados interacciones con otras 

proteínas de cascadas de señalización, proteína 

quinasas, receptores o complejos enzimáticos 

(Bos et al., 2007; Buchsbaum, 2007; Rossman et al., 

2005; Schmidt y Hall, 2002a). Estas interacciones y 

modificaciones podrían inducir cambios en la lo-

calización y/o topología de los GEFs importantes 

para su función en la célula. 

4.3.2	 Regulación de los factores Rho-GEF

Las proteínas GEF por sí mimas también son 

reguladas de manera muy precisa y cada miembro 

de esta familia parece poseer un mecanismo de 

activación y desactivación único. Sin embargo, se 

han descrito algunos patrones generales que se 

detallan a continuación (figura 22): 

1) Inhibición intramolecular: Algunos GEFs 

poseen un dominio regulador que bloquea la ac-

tividad de la proteína mediante una interacción 

intramolecular, de forma que se bloquea el sitio 

activo en el dominio DH. La liberación de la au-

toinhibición se puede producir mediante la unión 

a otras proteínas, por fosforilación o por otros me-

canismos (Cherfils, 2013). 

2) Interacción proteína-proteína: Muchos 

GEFs son estimulados por la interacción con otras 

proteínas o por fosforilación, sin necesidad de 

eliminar ningún mecanismo autoinhibitorio. Otra 

variación es la oligomerización mediada por el 

dominio DH, en la que es necesaria la secuencia 

conservada CR2 (Schmidt y Hall, 2002a).

3) Regulación por localización: La localiza-

ción subcelular de los GEFs es un aspecto impor-

tante para su función ya que muchas de las funcio-

nes asociadas a las GTPasas dependen del control 

espacial de su activación. Existen Rho-GEFs que 

ante determinados estímulos se mueven desde el 

núcleo, el citosol o el citoesqueleto, a las mem-

branas para activar a las GTPasas (Rossman et al., 

2005; Schmidt y Hall, 2002a)

4) Desactivación de los factores GEFs: Se 

pueden revertir los mecanismos de activación, a 

través de la eliminación de la fosforilación o de la 

unión a la proteína activadora. Se ha propuesto 

también que su unión a determinados reguladores 

podría favorecer su poliubiquitinación y degrada-

ción (Schmidt y Hall, 2002a).

4.4	 Rgf1, el principal GEF de la GTPasa Rho1 

en S. pombe

4.4.1	 Identificación de rgf1+

Con el objetivo de identificar nuevos genes 

que participasen en la biosíntesis y regulación del 

b-glucano, en nuestro laboratorio se obtuvieron 

una serie de mutantes hipersensibles a calcoflúor y 

equinocandina (Carnero et al., 2000). Ambos com-

puestos actúan sobre los polímeros de la pared de 

la levadura. Las equinocandinas son antibióticos li-

popeptídicos de origen natural que inhiben espe-

cíficamente la síntesis de b(1,3)-glucano (Abruzzo 

et al., 2000; Douglas et al., 1994), mientras que el 

calcoflúor afecta a la pared celular de manera más 

general, interacciona con polímeros lineales de 

b(1,3) y b(1,4)-glucano y los desorganiza (Nicholas 

et al., 1994). 

En el proceso de identificación del gen afec-

tado en uno de estos mutantes, ehs2-1 (equino-

candin hypersensitive), se encontraron dos ORFs 
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consecutivas y divergentes: rgf1+ y rgf3+. Ambos 

genes codifican proteínas con un dominio DH. Me-

diante mapeo genético y análisis de complemen-

tación se descubrió que rgf3+ era el gen estructural 

afectado en el mutante ehs2-1, mientras que rgf1+ 

suprime parcialmente el defecto en el crecimiento 

en presencia de calcoflúor y equinocandina, pero 

no la lisis a 37ºC (Tajadura et al., 2004). 

rgf1+ codifica una proteína de 1.334 aminoá-

cidos. El análisis detallado de su secuencia protei-

ca revela además del módulo DH-PH presente en 

la mayoría de las proteínas Rho-GEF, la presencia 

de dos dominios conservados, un dominio DEP 

(Dishevelled, Egl-10 y Pleckstrin, aa 424-497) y un 

dominio CNH (Citron kinase homology, aa 935-

1239) (Figura 24).

4.4.2	 Las células del mutante rgf1Δ muestran de-

fectos en el mantenimiento de la integridad celular 

y en el crecimiento bipolar

El estudio de la función del gen rgf1+ co-

menzó con la eliminación del gen y la caracteriza-

ción del mutante rgf1Δ. En un cultivo líquido en fase 

logarítmica, aproximadamente el 15-30% de las 

células se encuentran lisadas (figura 23). Este feno-

tipo de lisis es similar al observado en un mutante 

condicional de rho1+ (Arellano et al., 1997), y es 

suprimido en presencia de un estabilizador osmó-

tico en el medio. Esto sugería que este mutante 

podría estar afectado en la organización de la pa-

red celular, por lo que se analizó su crecimiento en 

presencia de caspofungina (CANCIDASTM) (Balk-

ovec et al., 2014). rgf1Δ resultó ser extremadamen-

te sensible a este compuesto (García et al., 2006a). 

La activación de las GTPasas de la familia 

Rho es necesaria para la organización del citoes-

queleto de actina en muchos organismos (Jaffe y 

Hall, 2005). Para determinar si Rgf1 participaba en 

este proceso, se analizó el patrón de crecimiento 

y la organización del citoesqueleto de actina en el 

mutante rgf1Δ. En un cultivo asincrónico, el 80% 

de las células rgf1D muestran un crecimiento mo-

nopolar, comparado con el 20% que presenta la 

cepa silvestre (figura 23). Además, esto se corre-

Figura 22: Regulación de la actividad de 
los GEFs. (A) Liberación de la inhibición. La 
liberación se puede producir por fosforila-
ción, por unión a otras proteínas o por mo-
dificación de los fosfolípidos de membrana, 
lo que causa un cambio conformacional en 
el dominio PH. (B) Activación por unión a 
otras proteínas u oligomerización. (C) Ac-
tivación mediante localización subcelular. 
Figura tomada de (Tesis Doctoral Virginia 
Tajadura, 2007).
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laciona con un defecto en la organización de los 

parches de actina en el polo que no está crecien-

do (García et al., 2006a).

4.4.3	 Rgf1 actúa como regulador positivo de Rho1

Al mismo tiempo que se caracterizaba el 

fenotipo del mutante rgf1Δ se realizaron estudios 

para saber a cuál de las GTPasas de la familia Rho 

podría activar Rgf1.

1) Entre todas las GTPasas de la familia Rho, 

sólo la sobreexpresión de Rho1 es capaz de su-

primir la hipersensibilidad a Csp de la cepa rgf1Δ 

(García et al., 2006a).

2) La ausencia de rgf1+ suprime parcialmen-

te el defecto de crecimiento del mutante nulo del 

GAP de Rho1 rga1Δ (García et al., 2006a; Nakano 

et al., 2001), indicando que Rgf1 y Rga1 realizan 

funciones opuestas, actuando ambas sobre Rho1.

3) En un ensayo de precipitación con rho-

tequina en el que se analizó la cantidad de Rho1 

unido a GTP en presencia de diferentes niveles de 

Rgf1, se observó que la cantidad de Rho1 activo 

es proporcional a la cantidad de Rgf1, es decir, 

aumenta mucho tras la sobreexpresión de rgf1+ y 

apenas se detecta en el mutante rgf1D (García et 

al., 2006a).

4) Por otro lado, Rgf1 interacciona física-

mente con Rho1 en ensayos de coprecipitación. 

Además, ambas proteínas presentan el mismo pa-

trón de localización, en los polos de crecimiento 

activo y en el septo (Arellano et al., 1997; García 

et al., 2006a) (figura 24). Todos estos resultados 

demuestran que Rgf1 funciona como un GEF de 

Rho1 en S. pombe.

4.4.4	 Rgf1 es un activador de la cascada de MAPK 

de Pmk1

Para determinar la relación de Rgf1 con 

alguno de los efectores conocidos de Rho1, se 

analizó si la sobreexpresión moderada de alguno 

de ellos suprimía el fenotipo de hipersensibilidad 

a antifúngicos en el mutante rgf1Δ. De las cuatro 

subunidades catalíticas de la β-GS (Bgs1-4) sólo 

la expresión de bgs4+ en un plásmido multicopia 

con su propio promotor restableció el crecimien-

to del mutante en presencia de Csp (García et al., 

2006a). Además, la sobreexpresión de pck1+ y de 

pck2+ también suprimen este defecto (García et al., 

2006a). 

Pck2 es un activador de ruta de integridad 

(Barba et al., 2008; Ma et al., 2006), una ruta com-

puesta por una MAPKKK denominada Mkh1, una 

MAPKK, Pek1/Shk1, y una MAPK, Pmk1/Spm1 

(Loewith et al., 2000; Sengar et al., 1997; Sugiura 

et al., 1999; Toda et al., 1996b; Zaitsevskaya-Carter 

y Cooper, 1997), que está relacionada con los pro-

Figura 23: Fenotipo del mutante rgf1D.
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cesos de construcción de la pared celular, citoci-

nesis y homeostasis iónica en S. pombe y participa 

en la respuesta a una gran variedad de estreses, 

incluyendo estrés hiper e hipotónico, ausencia de 

glucosa, presencia de compuestos que dañan la 

pared celular, altas temperaturas y estrés oxidativo, 

entre otros (Pérez y Cansado, 2010).

Al investigar la relación de Rgf1 con esta 

ruta, se vio que la cepa rgf1Δ muestra el fenotipo 

vic (viable in the presence of immunosuppressant 

and choride ion), que es característico de los mu-

tantes nulos de los genes implicados en la ruta de 

integridad. En S. pombe se sabe que la elimina-

ción del gen de la calcineurina, ppb1+, o la inhibi-

ción de su actividad mediante inmunosupresores 

(como FK506), produce hipersensibilidad al Cl-, 

mientras que una mutación adicional en los miem-

bros de la ruta de MAPKs suprime este fenotipo 

(Sugiura et al., 1999). 

Además, tanto el mutante rgf1Δ como los 

mutantes de la ruta son sensibles a estrés osmó-

tico y muestran un retraso en la re-entrada al ci-

clo celular desde fase estacionaria (García et al., 

2009a)

Rgf1 también es necesario para la activación 

de Pmk1 en respuesta a estrés osmótico y a estrés 

de la pared celular (García et al., 2009a). Además, 

tanto la sobreexpresión de rho1+ como la de un 

alelo constitutivamente activo de rho1+, rho1G15V, 

aumentan los niveles de Pmk1 fosforilado y lo ha-

cen de forma dependiente de Pck2 y de Mkh1 

(García et al., 2009a). Todos estos datos sitúan a 

Rgf1 como un activador de la ruta de MAPKs que 

podría actuar a través de Rho1 y/o de Pck2 (figura 

24) (García et al., 2009a).

Figura 24: Procesos celulares en los 
que interviene Rgf1 conocidos hasta 
el momento.
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El objetivo principal de este trabajo es estudiar la función de la proteína Rgf1 y su participación en 

el crecimiento polarizado y morfogénesis. Para ello nos planteamos los objetivos siguientes:

1) Discernir qué dominios de Rgf1 son importantes para la función y/o regulación de la proteína.

2) Estudiar la localización de la proteína Rgf1-GFP en diferentes fases del ciclo celular y condiciones 

de estrés.

3) Determinar su relación con otros componentes de la maquinaria de polaridad y del ciclo celular.
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	 CAPÍTULO 1.  

Caracterización del papel de los dominios de la proteína Rho-GEF Rgf1 en la activación del creci-

miento bipolar y en el mantenimiento de la integridad celular
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Al iniciar este trabajo, uno de nuestros ob-

jetivos fue estudiar el mecanismo por el cual las 

células de S. pombe activan el crecimiento por el 

polo nuevo. Para ello decidimos analizar las cau-

sas que determinan el crecimiento monopolar en 

el mutante que carece de Rgf1. En este capítulo 

intentaremos definir los dominios, motivos y mo-

dificaciones postraduccionales de Rgf1 que sean 

importantes para su localización en los polos y por 

consiguiente para su función en la activación del 

crecimiento bipolar. 

También intentaremos determinar que par-

tes de Rgf1 contribuyen en mayor medida a su pa-

pel en el mantenimiento de la integridad celular. 

Estas dos funciones podrían estar relacionadas. 

Sin embargo, hasta ahora los mutantes clásicos 

que presentan defectos en la activación del polo 

nuevo como tea1D, tea4D o for3D no tienen defec-

tos en la integridad celular, por lo que nos parece 

interesante demostrar si en el caso de Rgf1 ambos 

defectos están relacionados o tienen causas inde-

pendientes.

1.1	 CONSTRUCCIÓN DE MUTANTES DE Rgf1

Rgf1 es una proteína de 1.334 aa y 150,11 

kDa. Para estudiar las señales que regulan la loca-

lización y la actividad de Rgf1, decidimos construir 

mutantes en los distintos dominios de la proteína: 

N’-terminal, DEP (aa 428-503), DH (aa 604-825), 

PH (aa 834-980) y CNH (aa 1001-1290) (http://

www.pombase.org/spombe/result/SPCC645.07). 

Como punto de partida disponíamos en el 

laboratorio de un vector multicopia pAL en el que 

se había clonado la ORF del gen rgf1+ de 4,26 kb 

junto con sus regiones promotora y terminadora; 

además de otro plásmido pAL similar al anterior 

pero en el que al extremo C’-terminal de la ORF 

del gen rgf1+ se había fusionado, en fase, la se-

cuencia de la proteína verde fluorescente GFP.

Mediante técnicas de biología molecular 

que se describen detalladamente en la sección de 

materiales y métodos de esta memoria, se cons-

truyeron, en plásmido multicopia, las siguientes 

versiones mutadas del gen rgf1+:

1) pAL-rgf1-N1∆: se eliminaron 200 pb del 

extremo N’-terminal de gen rgf1+.

2) pAL-rgf1-N2∆: se delecionaron 900 pb 

del extremo N’-terminal de gen rgf1+.

3) pAL-rgf1-DEP∆: se realizó una deleción 

de 80 pb, eliminando la mayor parte del dominio 

DEP de la proteína Rgf1.

4) pAL-rgf1-FPTP: por mutagénesis dirigida 

se cambió la secuencia que codifica una fenilala-

nina y una tirosina muy conservadas dentro del 

dominio DEP, por una secuencia que codifica dos 

prolinas.

5) pAL-rgf1-PH∆: se eliminaron 200 pb en la 

región que codifica el dominio PH.

6) pAL-rgf1-CNH1∆: se eliminó un fragmen-

to de 1000 pb en el extremo C’-terminal de gen 

rgf1+, correspondiente al dominio CNH completo 

de la proteína Rgf1.

7) pAL-rgf1-CNH2∆: se realizó una deleción 

de 500 pb en el extremo C’-terminal de gen rgf1+, 

eliminando 165 amino ácidos del final del dominio 

CNH de la proteína Rgf1.

Todas estas construcciones, que se repre-

sentan esquemáticamente en la figura 25, se rea-

lizaron tanto en el plásmido pAL-rgf1+ como en el 

plásmido pAL-rgf1-GFP, obteniendo así las proteí-

nas mutadas fusionadas a GFP.

Las diferentes versiones mutadas del gen 

rgf1+ obtenidas en plásmido pAL (episomal, con 
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número de copias variable) fueron trasladadas a 

un plásmido integrativo pJK148 para poder ser 

expresadas de manera endógena con su propio 

promotor. Este vector lleva como marcador de se-

lección el gen leu1+ de S. pombe. Los diferentes 

plásmidos derivados de pJK148 fueron lineariza-

dos dentro del gen leu1+ y con ellos se transformó 

la cepa VT14 que lleva el alelo leu1-32 y carece 

del gen rgf1+. De esta manera solo aquellas células 

que hayan integrado la correspondiente versión 

mutada del gen rgf1+ seguirán siendo protótrofas 

para leucina y además, ésta es la única copia del 

gen rgf1+ presente en el genoma.

 

Para seleccionar los mutantes de rgf1+ que 

se hayan integrado en el genoma de forma esta-

ble, de cada una de las construcciones se selec-

cionaron 20 transformantes en placas de medio 

mínimo (MM) sin leucina. Estas colonias se repli-

caron en medio rico cinco veces consecutivas para 

favorecer la pérdida de fragmentos integrados de 

forma no homóloga y posteriormente se seleccio-

naron los clones estables (los que seguían siendo 

protótrofos para leucina). Además, para compro-

bar si la integración se había realizado correcta-

mente, de cada mutante se analizaron al menos 

2 clones mediante reacciones de PCR con parejas 

de oligonucleótidos que flanquean la mutación o 

la deleción correspondiente. Todas las cepas por-

tadoras de alguna mutación en rgf1+ construidas 

en este trabajo han sido seleccionadas de esta 

manera.

Para comprobar si las distintas versiones 

mutadas de Rgf1 eran estables dentro de la célu-

la y también para conocer de manera aproximada 

el tamaño de Rgf1 en las distintas construcciones, 

obtuvimos extractos proteicos, las proteínas fue-

Figura 26: Las distintas versiones mu-
tadas de Rgf1 son estables en la célu-
la. Se analizó por Western blot la can-
tidad total de Rgf1-GFP en extractos 
de células que expresan los distintos 
mutantes rgf1-GFP con anticuerpos 
anti-GFP. También se muestra el con-
trol de carga: la proteína Cdc2, cuya 
cantidad es constante en la célula. A 
la derecha se indican los marcadores 
de peso molecular en kDa.

Figura 25: Versiones mu-
tadas de la proteína Rgf1. 
Representación esquemá-
tica de la estructura de 
dominios de la proteína 
Rgf1 silvestre y de sus 
diferentes versiones mu-
tadas construidas en este 
trabajo. Todas estas cons-
trucciones se integraron 
en el locus leu1+ de una 
cepa rgf1D, para que la 
única dosis de Rgf1 pre-
sente en la célula sea pro-
teína mutante.
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ron separadas en un gel de gradiente de poliacri-

lamida del 3 al 8% y posteriormente fueron detec-

tadas por Western blot con anticuerpos anti-GFP.

Como se puede observar en la figura 26, to-

das las versiones mutadas del gen rgf1+ codifican 

proteínas estables y se expresan de forma similar 

a la proteína Rgf1 silvestre. La única excepción es 

la proteína que carece del dominio PH, Rgf1-PHΔ-

GFP, cuya expresión es un poco menor que la de 

la proteína Rgf1 silvestre.

1.2	 EL EXTREMO C’-TERMINAL DE Rgf1 ES 

ESENCIAL PARA SU FUNCIÓN EN EL MANTE-

NIMIENTO DE LA INTEGRIDAD CELULAR

En este y en los siguientes apartados mostra-

mos los resultados correspondientes al porcentaje 

de células lisadas, la sensibilidad a caspofungina, 

el porcentaje de células monopolares y la localiza-

ción de las proteínas mutadas. En algunos de los 

análisis, además de la cepa silvestre, el mutante 

nulo rgf1D y las estirpes mutantes construidas, se 

incluye el mutante rgf1-PTTRD, un mutante en el 

que se delecionaron 4 aminoácidos (prolina-treo-

nina-treonina-arginina) de la región más conserva-

da del dominio DH. Las células de este mutante 

presentan muy poca actividad intercambiadora de 

GDP/GTP hacia Rho1, se lisan como las del mutan-

te nulo y no muestran fosforilación de Pmk1 en res-

puesta a estrés osmótico ni a caspofungina (García 

et al., 2006a; García et al., 2009a).

En primer lugar observamos la morfología 

de las células procedentes de cultivos líquidos en 

fase logarítmica de cada una de las cepas y anali-

zamos el porcentaje de lisis en las mismas. En la 

figura 27A se muestran las fotos tomadas al mi-

croscopio de el mutante rgf1D, la cepa silvestre y 

dos de los mutantes, rgf1-N1D y rgf1-PHD, como 

ejemplo.

Los resultados que se muestran en la figura 

27B son la media de 3 experimentos en los que se 

contaron más de 200 células de cada cepa. Única-

mente la cepa que carece del dominio PH presen-

ta un porcentaje de lisis (12%) similar al del mutan-

te nulo rgf1∆ (15%) y al del mutante en el dominio 

Figura 27: Solamente las células rgf1-PHD presentan lisis celu-
lar. (A) Fotografías de contraste interferencial de células silves-
tres, rgf1D, rgf1-N1D y rgf1-PHD creciendo a 28o C. Se observa 
lisis celular en las cepas rgf1D y rgf1-PHD . Barra de escala 5 μm. 
(B) Porcentaje de células lisadas/arrugadas frente a células to-
tales en las distintas cepas portadoras de mutaciones en rgf1+. 
Los valores corresponden con la media de 3 experimentos en 
los que se contaron más de 200 células de cada cepa.
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catalítico de la proteína Rgf1, rgf1-PTTR. El resto 

de los mutantes, rgf1-N1D, rgf1-N2D, rgf1-DEPD, 

rgf1-FPTP y los dos mutantes del dominio CNH, se 

comportan como la estirpe silvestre. 

A continuación, y con el objetivo de buscar 

defectos en la integridad de la pared celular más 

sutiles que la lisis de las células, analizamos el cre-

cimiento de los mutantes en presencia de caspo-

fungina. Puesto que las células del mutante rgf1∆ 

no crecen en placas que contienen cantidades de 

Csp superiores a 0,1 µg/ml (García et al., 2006a), 

analizamos el crecimiento de los mutantes en pla-

cas de medio rico (YES) suplementadas con distin-

tas cantidades de la droga (0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 

2 y 2,5 µg/ml). 

En la figura 28 se muestra el crecimiento 

en placas suplementadas con 0,5 µg/ml de cas-

pofungina. En la figura no aparecen los mutantes 

rgf1-N1D y rgf1-CNH2D, pero hemos visto que se 

comportan de forma similar a los mutantes rgf1-

N2D y rgf1-CNH1D respectivamente. El mutante 

nulo rgf1D y los mutantes en el dominio PH y CHN 

(rgf1-PHD, rgf1-CNH1D y rgf1-CNH2D) no crecen 

en presencia de la droga; sin embargo, los mu-

tantes en el extremo N’-terminal (rgf1-N1D y rgf1-

N2D) y en el dominio DEP (rgf1-DEPD y rgf1-FPTP) 

se comportan como la cepa silvestre y crecen per-

fectamente hasta en las últimas diluciones. 

Por último, y para determinar que parte de 

la proteína Rgf1 podría estar implicada en la acti-

vación de la ruta de MAPK de Pmk1, comproba-

mos si alguna de las cepas portadoras de los dife-

rentes alelos de rgf1+ presentan fenotipo vic. Para 

ello analizamos su crecimiento en placas de YES 

suplementadas con FK506 y MgCl2. 

Los datos obtenidos se muestran en la figura 

28, y son muy parecidos a los datos de crecimiento 

en caspofungina. Los mutantes en el dominio PH y 

CHN muestran un fenotipo similar a rgf1D, ya que 

crecen en presencia de inmunosupresor e iones 

cloruro; sin embargo, los mutantes en el extremo 

amino terminal y en el dominio DEP son sensibles 

a esta combinación al igual que la cepa silvestre.

En resumen, nuestros resultados sugieren 

que ambos, el dominio PH y el dominio CNH, son 

necesarios para la función de Rgf1 en el mante-

nimiento de la integridad celular, mientras que el 

extremo N’-terminal no parece tener un papel im-

portante en este aspecto.

En algunos GEFs el extremo N’-terminal 

ejerce un efecto regulador negativo sobre la pro-

teína completa de manera que cuando se elimi-

na, la proteína se activa llegando a ser oncogéni-

ca en algunos casos, como el de Dbl, Vav y Tiam 

(Schmidt y Hall, 2002a). Nosotros no hemos en-

contrado diferencias significativas en cuanto a la 

sensibilidad a caspofungina entre los mutantes 

rgf1-N1D y rgf1-N2D y la cepa silvestre. Sin embar-

Figura 28: El dominio PH y el dominio 
CNH, son necesarios para la función de 
Rgf1 en la biosíntesis y/o integridad de 
la pared celular. Se inocularon diluciones 
seriadas de la estirpe silvestre, el mutan-
te rgf1D y las distintas cepas mutantes tal 
y como se indica en la figura, en placas 
de YES , YES + Csp 0,5 µg/ml y YES + 
FK506 0,5 µg/ml y MgCl2 0,2 M.
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go, la sobreexpresión del alelo rgf1-N2D (en el que 

se han eliminado 300 aa del principio de la pro-

teína) bajo el control de un promotor reprimible 

por tiamina fuerte (nmt 4X) es letal, mientras que 

las células que sobreexpresan el gen rgf1+ silvestre 

crecen en estas condiciones (figura 29A). En medio 

líquido sin tiamina las células que sobreexpresan 

rgf1+ presentan deposiciones aberrantes de pared 

celular que se tiñe con calcoflúor, este defecto se 

hace mucho más patente en el caso de la sobreex-

presión de rgf1-N2D (figura 29B). Estos datos in-

dican que el extremo N’-terminal tiene un efecto 

inhibitorio y podría participar en la regulación de 

Rgf1.

1.3	 EL EXTREMO C’-TERMINAL DE Rgf1 ES 

ESENCIAL PARA SU FUNCIÓN EN POLARIDAD

Para determinar la participación de los dis-

tintos dominios de Rgf1 en la activación del creci-

miento bipolar, analizamos el crecimiento por uno 

o los dos polos en las células de las diferentes ce-

pas mutantes, comparándolas con las de la cepa 

silvestre y las del mutante rgf1D, como controles. 

Las áreas de deposición de nueva pared celular 

fueron visualizadas con calcoflúor, que marca pre-

ferentemente las zonas de crecimiento activo.

En la figura 30A se muestran cuatro ejem-

plos representativos; la cepa silvestre, la cepa 

rgf1Δ y dos de los mutantes en rgf1+: rgf1-PHD y 

rgf1-CNH2D y se marcan con asteriscos rojos algu-

nas células monopolares, que son más abundantes 

en los mutantes.

El porcentaje de células monopolares en las 

distintas cepas construidas se recogen en la figura 

30B; cada barra es la media de 3 experimentos en 

los que se contaron más de 200 células. Solo los 

mutantes en los dominios PH y CHN presentan un 

número elevado de células monopolares, similar al 

del mutante nulo rgf1Δ y al del mutante puntual 

en el dominio catalítico de la proteína Rgf1, rgf1-

PTTR. Los mutantes en el extremo amino terminal 

(rgf1-N1D y rgf1-N2D) y en el dominio DEP se com-

portan como la cepa silvestre, es decir, crecen co-

rrectamente por ambos polos.  

Estos resultados junto con los obtenidos en 

el apartado anterior indican que el dominio PH y 

el dominio CNH son esenciales para la función de 

Rgf1 en el mantenimiento de la integridad y en la 

capacidad para activar/mantener el crecimiento 

por el segundo polo.

FIGURA 29: La sobreexpresión de rgf1-N2D es letal. (A) Células de la cepa silvestre fueron transformadas con los plásmidos 
pREP4X-rgf1-N2D, pREP4X-rgf1+ o pREP4X vacío y se inocularon diluciones seriadas de los transformantes obtenidos en placas 
de MM sin uracilo (ON) y MM sin uracilo suplementado con tiamina (OFF). (B) Morfología de las células que sobreexpresan el 
gen rgf1+ silvestre o con la mutación rgf1-N2D teñidas con calcoflúor. Las células se incubaron en MM sin uracilo y sin tiamina 
durante 24 horas a 28oC. La sobreexpresión de rgf1+ causa deposiciones aberrantes de material que se tiñe con calcofúor, este 
defecto es exacerbado en el caso de la sobreexpresión del alelo rgf1-N2D. Barra de escala 5 μm.
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Los mutantes en el dominio PH y CNH pre-

sentan los mismos defectos que el mutante de de-

leción rgf1Δ y que el mutante en el dominio DH. 

La única diferencia que hemos observado es que 

en los cultivos de las cepas rgf1-CNH1D y rgf1-

CNH2D apenas hay células lisadas. En este sen-

tido, no hay que olvidar que existe un segundo 

GEF, Rgf2, que comparte una función esencial con 

Rgf1 durante el crecimiento vegetativo (García et 

al., 2009b) y que podría estar más activo en los 

mutantes del extremo CNH como parte de un me-

canismo compensatorio para preservar la integri-

dad celular. Sin embargo, la parte N’-terminal de 

Rgf1, que comprende el extremo amino y el domi-

nio DEP, no parece tener un papel importante en 

el mantenimiento de la integridad celular ni en la 

activación del crecimiento bipolar.

1.4	 ANÁLISIS DE LA LOCALIZACIÓN DE LAS 

VERSIONES MUTADAS DE LA PROTEÍNA Rgf1

Para completar el estudio de estructura-fun-

ción de Rgf1, analizamos la localización de las pro-

teínas mutadas en los distintos dominios. La pro-

teína Rgf1 silvestre marcada con GFP se localiza 

en uno o en ambos polos en células en interfase, 

antes de NETO se localiza en el polo viejo que ya 

existía en la célula madre y después de NETO se 

localiza en ambos polos. Durante la división celular 

desaparece de los polos y se concentra en la zona 

media (septo de división). 

Como se muestra en la figura 31, las proteí-

nas truncadas Rgf1-N1Δ-GFP y Rgf1-N2Δ-GFP se 

localizan en los dos polos y en el septo de división. 

Sin embargo, a diferencia de la proteína silvestre 

en la que la fluorescencia es más brillante y apare-

ce confinada en los polos, en este caso la fluores-

cencia es menos intensa en los polos pero se ex-

tiende hacia los laterales de la célula y en algunos 

casos aparece difuminada por todo el contorno y 

también en el interior celular.

Este resultado sugiere que el extremo N’-

terminal de la proteína -que no es esencial para 

la función de Rgf1 en polaridad o en integridad- sí 

es necesario para que Rgf1 se concentre en los ex-

tremos de la célula evitando su dispersión lateral 

Figura 30: Los mutantes en el dominio PH y CHN de Rgf1 
presentan defectos en polaridad. (A) Imagenes de las cepas 
indicadas teñidas con calcoflúor. Los asteriscos indican células 
que crecen de manera monopolar. Barra de escala 5 μm. (B) 
Porcentaje de células monopolares de las distintas estirpes. Los 
valores corresponden con la media de 3 experimentos en los 
que se contaron más de 200 células de cada cepa.
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por la membrana plasmática. También sugiere que 

el extremo N-terminal podría albergar el sitio de 

unión a proteínas o lípidos de membrana. Curio-

samente, hemos visto que un pequeño fragmento 

del extremo N’-terminal de Rgf1 (que lleva los pri-

meros 302 aminoácidos de la proteína fusionados 

la GFP) se localiza en uno de los polos de la célula 

(figura 32C).

Los primeros 120 aa del extremo N’-terminal 

de Rgf1 contienen varios motivos ricos en prolinas 

llamados PRMs (Ball et al., 2005; Williamson, 1994). 

Los PRMs son dominios que median interacciones 

moleculares y se ha descrito su participación en 

situaciones que requieren el reclutamiento o el in-

tercambio rápido de proteínas, tal y como ocurre 

en cascadas de señalización y reorganizaciones del 

citoesqueleto. Por consiguiente, podríamos espe-

cular que los PRMs pueden crear un sitio de unión 

para Rgf1 a un complejo o complejos en la mem-

brana plasmática.

Tanto la proteína Rgf1-DEPΔ-GFP, como la 

proteína con una mutación puntual en el dominio 

DEP, Rgf1-FPTP-GFP, se localizan claramente en el 

núcleo de la célula (figura 31). Además, observa-

mos que las proteínas mutantes también aparecen 

en el SPB y en los microtúbulos del huso mitótico. 

No obstante, parte de la cantidad total de esta 

proteína mutante se mantiene en los polos de la 

célula y el septo de división, lo que explicaría por 

qué estos mutantes no presentan los defectos de 

integridad y polaridad del mutante nulo rgf1Δ sino 

que se comportan como la cepa silvestre.

La localización de Rgf1-DEPΔ-GFP en el nú-

cleo es sorprendente puesto que nunca se había 

observado en la proteína silvestre en las condicio-

nes de estudio habituales. Es más, en la figura 31  

se puede observar que la proteína Rgf1 silvestre 

está excluida del núcleo. Este resultado cambió el 

rumbo de este trabajo, tal y como se verá a conti-

nuación en la memoria.

Siguiendo con la caracterización de los mu-

tantes vimos que Rgf1-PHΔ-GFP, se localiza exclu-

sivamente en uno de los polos (figura 31). Sabemos 

que es el polo que crece porque Rgf1-PHΔ-GFP se 

Figura 31: Localización subcelular de la proteína Rgf1 silvestre y sus diferentes versiones mutadas. Imágenes de fluorescencia 
de la localización de Rgf1 en células de las cepas que llevan el gen rgf1+ silvestre o los distintos alelos mutantes, marcados con 
GFP e integrados en el genoma bajo el control de su propio promotor. Barra de escala 5 μm.
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localiza en el polo teñido con calcoflúor, que mar-

ca las zonas de crecimiento activo (datos no mos-

trados). Este resultado indica que el dominio PH 

-que es esencial para la función de Rgf1- también 

participa en la localización correcta de la proteína 

al menos en el polo nuevo; aunque de momento 

no podemos saber si el defecto en la localización 

se debe a un defecto en la función o viceversa, 

puesto que las células rgf1-PHD son monopolares.

Además, estos resultados sugieren que los 

mecanismos de los que depende la localización de 

Rgf1 en los polos podrían ser diferentes en el polo 

viejo que en el polo nuevo. 

Las proteínas truncadas Rgf1-CNH1Δ-GFP 

y Rgf1-CNH2Δ-GFP se localizan en los polos de 

la célula y en el septo de división, pero ambas 

presentan una menor cantidad de proteína que 

la cepa silvestre en uno de los polos, que hemos 

identificado como el polo nuevo (figura 31). La es-

casez de proteína en el polo nuevo podría explicar 

por qué las células que portan estas versiones mu-

tadas de Rgf1 son monopolares. Curiosamente, la 

proteína Rgf1-CNH2Δ-GFP también se localiza en 

el núcleo aunque de manera más tenue que en los 

mutantes del dominio DEP (figura 31).
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	CAPÍTULO 1.	

	 CAPÍTULO 2.  

Rgf1 se acumula en el núcleo en condiciones de estrés replicativo de forma regulada por elementos 

en su propia secuencia, el checkpoint de bloqueo en replicación y la proteína 14-3-3 Rad24
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2.1	 Rgf1 POSEE UNA SECUENCIA DE LOCA-

LIZACIÓN NUCLEAR (NLS) EN SU EXTREMO N’-

TERMINAL

La localización en el núcleo de las proteínas 

Rgf1-DEPΔ-GFP y Rgf1-FPTP-GFP nos llevó a rea-

lizar un análisis detallado de la secuencia de ami-

noácidos de la proteína Rgf1. Entonces vimos que 

Rgf1 portaba una secuencia de localización nu-

clear (NLS) en la región N’-terminal y dos posibles 

secuencias de exporte nuclear (NES) en el extremo 

C’-terminal (figura 32A). 

Las NLS clásicas consisten en grupos de 

aminoácidos cargados positivamente (Xu et al., 

2010). En el caso de Rgf1, la NLS -NKRRRRI- se 

localiza entre los aminoácidos 406 y 412 y curio-

samente se encuentra al lado del dominio DEP (aa 

428-503) (figura 32A).

Para saber si esta secuencia actúa real-

mente como una NLS en el transporte de Rgf1, 

analizamos la localización subcelular de distintos 

fragmentos del extremo N’-terminal de Rgf1 fusio-

nados a la GFP. Las construcciones realizadas y su 

localización se muestran en las figuras 32B y 32C. 

Todas ellas fueron integradas en el genoma de una 

cepa rgf1D bajo el control de su propio promotor 

de la misma manera que en los mutantes de los 

dominios de Rgf1.

El fragmento que lleva los primeros 302 ami-

noácidos de Rgf1, Rgf1-N302-GFP, se localiza dis-

perso por el citoplasma y aparece de forma tenue 

en uno de los dos polos como se muestra en las 

células señaladas con una flecha en la figura 32C. 

Sin embargo, el fragmento que consiste en los 

primeros 535 aminoácidos en los que se incluye 

la posible NLS y el dominio DEP, Rgf1-N535-GFP, 

marca intensamente el núcleo celular (figura 32C). 

Para acotar la zona del extremo amino nece-

saria para transportar la GFP al núcleo, eliminamos 

los primeros 302 aa y nos quedamos con el frag-

mento comprendido entre los aminoácidos 302 y 

535 que contiene la NLS y el dominio DEP mar-

cado con GFP, Rgf1-N302-535-GFP. En este caso, 

igual que ocurre con el fragmento al Rgf1-N535-

GFP, la GFP se localiza en el núcleo (figura 32C). 

Figura 32: Rgf1 posee una 
NLS funcional. (A) Posición 
de la NLS y las NES en la es-
tructura de dominios de Rgf1. 
(B) Esquema de los distintos 
fragmentos de la región N’-
terminal de Rgf1 construidos 
e integrados en la cepa rgf1D 
bajo el control de su propio 
promotor. (C) Fotografías al 
microscopio de fluorescencia 
de todos estos fragmentos 
fusionados a la GFP. La barra 
de escala corresponde a 5 μm.
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Para demostrar que la localización nuclear 

de este pequeño fragmento de la proteína Rgf1 

se debe a la secuencia 406NKRRRRI412, cambiamos 

las 4 argininas por 4 residuos de alanina (406NKA-

AAAI412) mediante mutagénesis dirigida. Como se 

observa en la figura 32C , la proteína que lleva NLS 

mutada, Rgf1-N302-535(*NLS)-GFP, pierde la loca-

lización nuclear.

Este experimento demuestra que la NLS 

que aparece en la secuencia de Rgf1 actúa como 

una verdadera NLS ya que por un lado, es sufi-

ciente para dirigir a una proteína “pasajera” al nú-

cleo, como en el caso de Rgf1-N302-535-GFP y 

por otro lado, es necesaria para su localización, ya 

que este mismo fragmento sin la NLS, Rgf1-N302-

535(*NLS)-GFP, no se localiza en el núcleo.

Debido a la proximidad del dominio DEP a 

la NLS, es posible que la localización nuclear de 

las proteínas truncadas Rgf1-DEPΔ-GFP y Rgf1-

FPTP-GFP sea el resultado de un cambio de con-

formación de Rgf1 producido por la eliminación o 

la mutación del dominio DEP. Podría ocurrir que en 

estos mutantes se haya desenmascarado la NLS y 

esto precipite su entrada al núcleo. Para verificar 

esta hipótesis, construimos una cepa en la que el 

gen rgf1+, además de llevar la deleción rgf1-DEPD, 

posee la NLS mutada de la misma manera que en 

el caso anterior (las 4 argininas fueron cambiadas 

por alaninas). Como se muestra en la figura 33, la 

proteína Rgf1 que porta las dos mutaciones, Rgf1-

DEPD(*NLS)-GFP, se localiza en los polos, el septo 

y en el SPB pero, a diferencia de la proteína Rgf1-

DEPD-GFP, se encuentra completamente excluida 

del núcleo. Este resultado sugiere que la localiza-

ción nuclear de las proteínas mutantes Rgf1-DEPΔ-

GFP y Rgf1-FPTP-GFP se debe en gran parte a una 

exposición anómala de la NLS.

2.2	 Rgf1 SE LOCALIZA EN EL NÚCLEO CUAN-

DO LA REPLICACIÓN ESTÁ BLOQUEADA POR 

LA PRESENCIA DE HIDROXIUREA (HU)

A pesar de que Rgf1 posee en su secuencia 

de aminoácidos una NLS funcional y de que muta-

Figura 33: La localización nuclear de la proteína Rgf1-
DEPD-GFP depende de la NLS. Localización de Rgf1-GFP 
en células rgf1-DEPD o células rgf1-DEPD en las que la NLS 
del gen rgf1+ ha sido mutada reemplazando 4 argininas 
por alanina (Rgf1-DEPD(*NLS)-GFP). Barra de escala 5 μm.

Figura 34: La proteína Rgf1 silvestre se localiza en el núcleo en presencia de hidroxiurea. Células que llevan la proteína Rgf1 
silvestre marcada con GFP se cultivaron en medio rico a 28ºC hasta alcanzar fase logarítmica, en ese momento se incubaron en 
YES suplementado con 1,2 M KCl durante 15 minutos para estrés hiperosmótico, 2 horas a 39ºC para estrés térmico o 2 horas 
en YES con 12,5 mM HU. Para ver la localización de Rgf1-GFP durante conjugación se estrió en una placa de MEA una mezcla 
de dos cepas Rgf1-GFP, una de tipo sexual h+ y otra h- y se tomaron fotografías de fluorescencia 14 horas después. La barra de 
escala corresponde a 5 μm.
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ciones en su dominio DEP conduzcan a la proteína 

al núcleo, la proteína Rgf1 silvestre se localiza en 

los sitios de crecimiento y no es detectable en el 

núcleo de las células en un cultivo asincrónico. De 

hecho, está excluida del núcleo en la mayor parte 

de las células tal y como se puede observar en las 

figuras 31 y 35B. Sin embargo, es posible que en 

condiciones normales la NLS se encuentre enmas-

carada por interacciones intra-moleculares mien-

tras que en condiciones de estrés, sea expuesta 

favoreciendo la entrada de Rgf1 en el núcleo.

Con el objetivo de comprobar si éste es el 

caso, analizamos la localización de Rgf1 en el nú-

cleo en presencia de estrés osmótico, estrés tér-

mico, estrés replicativo y durante la conjugación. 

Tal y como se muestra en la figura 34 Rgf1-GFP 

se acumula en el núcleo solamente después del 

tratamiento con hidroxiurea (HU). Esta droga ac-

túa inhibiendo la enzima ribonucleótido reductasa, 

que participa en la síntesis de dNTPs. Cuando dis-

minuye la reserva de dNTPs en la célula, las hor-

quillas de replicación se bloquean y se activa el 

checkpoint de replicación (Boddy y Russell, 2001). 

Para analizar este cambio de localización de 

Rgf1 en detalle, añadimos HU a una concentración 

de 12,5 mM a un cultivo en fase logarítmica de la 

Figura 35: Análisis de la localización de Rgf1-GFP en el núcleo en presencia de hidroxiurea. (A) Porcentaje de células que pre-
sentan Rgf1-GFP en el núcleo. Células de la cepa Rgf1-GFP fueron tratadas con 12,5 mM de HU durante 2 horas, se lavaron tres 
veces con agua y se incubaron en medio fresco durante una hora. Durante este tiempo, se tomaron fotos al microscopio cada 15 
minutos y se calculó a partir de estas imágenes el porcentaje de células en las que Rgf1-GFP se localizaba en el núcleo, n=200 
para cada tiempo. (B) Imágenes de fluorescencia de los tiempos 0 y 120 minutos de A, la barra de escala corresponde a 5 μm. 
(C) En imágenes de células Rgf1-GFP tratadas con 12,5 mM de HU durante 2 horas se clasificaron las células en 4 grupos de 
acuerdo a su morfología, como se muestra en la leyenda, y se calculó para cada grupo el porcentaje de células que presentan 
Rgf1-GFP en el núcleo, n=100 para cada grupo.
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cepa Rgf1-GFP y calculamos el porcentaje de cé-

lulas con Rgf1 dentro del núcleo en imágenes to-

madas cada 15 minutos. Como se puede observar 

en la figura 35A, el porcentaje de células con Rgf1 

nuclear aumenta con el tiempo. 

Las primeras células con Rgf1 en el núcleo 

aparecen aproximadamente después de 45 minu-

tos de tratamiento y alcanzan un máximo del 65-

70% del cultivo a las 2 horas de tratamiento. En 

este 70% no están representados por igual todos 

los estadíos del ciclo celular. En la gráfica de la fi-

gura 35C, se han dividido las células en cuatro gru-

pos que corresponden a fases del ciclo celular de 

acuerdo a su morfología, y después de 2 horas de 

tratamiento con HU, se puede observar que Rgf1 

se acumula principalmente en el núcleo de células 

que por su aspecto parecen estar en fase S o G2 

temprana, mientras que no se acumula en el nú-

cleo en células en mitosis o en G1. 

La acumulación de Rgf1 en el núcleo en res-

puesta a HU es reversible ya que tan pronto como 

la droga es eliminada del cultivo, el porcentaje de 

células con Rgf1 en el núcleo disminuye rápida-

mente (figura 35A). Esto sugiere la existencia de 

un mecanismo molecular que relacione la acumu-

lación de Rgf1-GFP en el núcleo y la activación del 

checkpoint de replicación. De acuerdo con esto, 

sabemos que no hay diferencias apreciables en la 

cantidad de proteína en presencia o en ausencia 

de HU (datos no mostrados), lo que indicaría que la 

acumulación de Rgf1 en el núcleo en condiciones 

de estrés replicativo se debe a una redistribución 

de la proteína y no a un aumento de su cantidad. 

Además, este cambio de localización es úni-

co para Rgf1 entre los activadores de Rho1 ya que 

ni Rgf2 ni Rgf3 se localizan en el núcleo en estas 

condiciones (figura 36).

2.3	 EL EXTREMO N’-TERMINAL Y LA NLS DE 

Rgf1 SON NECESARIAS PARA SU ACUMULA-

CIÓN NUCLEAR EN RESPUESTA A ESTRÉS RE-

PLICATIVO

Para diferenciar qué partes de la proteína 

Rgf1 podrían ser importantes para su acumula-

ción en el núcleo, analizamos la localización de las 

proteínas mutadas Rgf1-N1D-GFP, Rgf1-N2D-GFP 

Rgf1-DEPD-GFP, Rgf1-FPTP-GFP, Rgf1-PHD-GFP, 

Rgf1-CNH1D-GFP y Rgf1-CNH2D-GFP en presen-

cia de HU. 

Todas las versiones mutadas de Rgf1 se acu-

mulan en el núcleo en presencia de hidroxiurea 

de forma similar a la proteína Rgf1-GFP silvestre 

excepto Rgf1-N1Δ-GFP y Rgf1-N2Δ-GFP en cuyo 

caso la acumulación en el núcleo disminuye consi-

derablemente pero no desaparece por completo 

(figura 37). Este resultado sugiere que el extremo 

N’-terminal de Rgf1 -en el que se incluye la NLS-  

Figura 36: La localización 
en el núcleo de Rgf1 es úni-
ca entre los activadores de 
Rho1. Las cepas que llevan 
en su genoma los genes rgf1+ 
y rgf3+ marcados con GFP y 
expresados bajo el control 
de su propio promotor y la 
cepa silvestre transformada 
con el plásmido pALrgf2-GFP 
fueron tratadas con HU a una 
concentración de 12,5 mM 
durante 2 horas. 
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está directamente implicado en la regulación de su  

cambio de localización en presencia de HU. 

Puesto que las mutaciones de la región N’-

terminal realizadas son deleciones de 65 aa y 300 

aa respectivamente, quisimos analizar de una ma-

nera más precisa si la NLS estaba implicada en la 

localización de Rgf1-GFP en el núcleo en condicio-

nes de bloqueo en replicación. Para ello, cambia-

mos las 4 argininas de la secuencia 406NKRRRRI412 

por 4 residuos de alanina (406NKAAAAI412) en la 

secuencia del gen rgf1+ completo marcado con 

GFP. Rgf1(*NLS)-GFP fue integrada en el genoma 

de una cepa rgf1D y expresada bajo el control de 

su propio promotor. La mutación de la NLS su-

pone una gran reducción en el número de célu-

las con Rgf1-GFP en el núcleo (el 8% del mutante 

Rgf1(*NLS)-GFP frente al 70% en el caso de Rgf1-

GFP silvestre después de 2 horas en HU, figura 37). 

Sin embargo, tal y como sucede con las proteínas 

con deleciones en el N’-terminal (Rgf1-N1Δ-GFP y 

Rgf1-N2Δ-GFP), Rgf1-GFP(*NLS)-GFP no está to-

talmente excluida del núcleo. No obstante, este 

resultado indica que la NLS es importante para la 

translocación de Rgf1 al núcleo en condiciones de 

estrés replicativo causado por HU.

2.4	 Rgf1 TIENE DOS SECUENCIAS DE EX-

PORTE NUCLEAR (NES) QUE PARTICIPAN EN 

SU TRANSPORTE NÚCLEO-CITOPLASMA DES-

PUÉS DEL TRATAMIENTO CON HU

Como ya se ha mencionado con anterio-

ridad, Rgf1 presenta dos posibles NES en el ex-

tremo C’-terminal de su secuencia. Las NES son 

secuencias cortas ricas en leucina y las proteínas 

que contienen estas secuencias son reconocidas y 

transportadas fuera del núcleo por el receptor de 

Figura 37: La localización 
en el núcleo de Rgf1 en 
presencia de HU depende 
de su extremo N’-terminal 
y de su NLS. Imágenes de 
fluorescencia de células 
de las cepas que llevan el 
gen rgf1+ silvestre o los 
distintos alelos mutantes 
indicados en la figura mar-
cados con GFP. Las células 
se cultivaron en YES a 28ºC 
hasta alcanzar fase logarít-
mica, en ese momento se 
incubaron en YES suple-
mentado con 12,5 mM de 
HU durante 2 horas. Barra 
de escala 5 μm.
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exporte nuclear tipo carioferina CRM1/Exportina 1 

(Crm1 en S. pombe) (Xu et al., 2010).

En el caso de Rgf1 nosotros identificamos y 

denominamos NES1 a un motivo rico en leucinas 

localizado entre los aminoácidos 857 y 867 (857LFL-

FDHLLI867) que presenta gran similitud con la se-

cuencia NES consenso y NES2 a otro motivo de 

tipo NES presente en el extremo C’-terminal de la 

proteína (1142LRIVKELYI1151). 

Para estudiar el papel de estas secuencias 

en el tráfico de Rgf1 entre el núcleo y el citoplas-

ma, decidimos mutarlas sobre el gen rgf1+ com-

pleto marcado con GFP. En el caso de NES1 se 

cambiaron las leucinas 865, 866 y 867 por alaninas 

(*NES1), y en el caso de NES2 se cambiaron la leu-

cina 1149 y la isoleucina 1151 a residuos de ala-

nina (*NES2). Ambas construcciones se integraron 

en el genoma de una cepa rgf1D y se expresaron 

bajo el control de su propio promotor (figura 38). 

La versión de Rgf1-GFP que tiene el moti-

vo NES1 mutado, Rgf1(*NES1)-GFP, se localiza en 

el interior del núcleo en aproximadamente el 50% 

de las células, incluso en ausencia de HU (figura 

39A). Este dato sugiere no solo que NES1 funciona 

como un motivo NES convencional sino también, 

y aún más importante, que en ausencia de estrés 

Rgf1 podría entrar en el núcleo de forma transito-

ria y en una cantidad no detectable por micros-

copía. Sólo si se impide su salida del núcleo, por 

ejemplo mutando NES1, la proteína se acumula y 

se puede detectar en este compartimento.

Al contrario que Rgf1(*NES1)-GFP, la ver-

sión mutante de la proteína Rgf1 en la que la se-

cuencia de exporte nuclear NES2 está mutada, 

Rgf1(*NES2)-GFP, no se acumula en el núcleo en 

ausencia de HU (figura 39A). 

También analizamos el papel que podrían 

tener las NES de Rgf1, en la salida de Rgf1-GFP 

del núcleo después del tratamiento con HU. Para 

ello y tal y como se describió en la figura 35A, 

células de las cepas Rgf1-GFP, Rgf1(*NES1)-GFP 

y Rgf1(*NES2)-GFP fueron tratadas con 12,5 mM 

de HU durante 2 horas, se lavaron para eliminar 

la droga y se incubaron en medio fresco. A partir 

de este momento se calculó el porcentaje de célu-

las en las que Rgf1-GFP se localizaba en el núcleo 

cada 15 minutos.

Como se muestra en la figura 39B, des-

pués de eliminar la HU del medio de cultivo, el 

porcentaje de células con Rgf1 en el núcleo dis-

minuye más despacio en las cepas que tienen las 

NES mutadas. En el caso de Rgf1(*NES1)-GFP el 

retraso es muy grande ya que una hora después 

de que ha cesado el estímulo, Rgf1-GFP todavía 

Figura 38: Representación esquemática de 
la proteína Rgf1 y sus versiones mutadas en 
los motivos NES.



RESULTADOS

61

es nuclear en un 50% de las células. En el mutante 

Rgf1(*NES2)-GFP también se observa, aunque de 

forma menos evidente que en el caso anterior, que 

la disminución del porcentaje de células con Rgf1 

en el núcleo sucede más despacio que en la cepa 

silvestre (figura 39B). 

Este resultado indica que el motivo NES2 

podría tener un papel secundario pero aún demos-

trable en el exporte de Rgf1. Curiosamente, en los 

mutantes Rgf1(*NES1)-GFP y Rgf1(*NES2)-GFP el 

porcentaje de células con Rgf1 en el núcleo en 

presencia de HU es superior al de la cepa silvestre, 

lo que podría indicar también un aumento de la 

retención.

A continuación y puesto que Rgf1(*NES1)-

GFP no deja de ser una proteína mutante, decidi-

mos comprobar si la proteína silvestre Rgf1-GFP 

también se quedaba retenida en el núcleo celular 

en ausencia de HU al bloquear su exporte nuclear. 

Para ello, en primer lugar, analizamos la localiza-

ción de Rgf1-GFP en el mutante crm1-809 (Adachi 

y Yanagida, 1989). Las células portadoras de este 

alelo termosensible presentan un bloqueo en el 

exporte nuclear de proteínas que contienen mo-

tivos NES a la temperatura no permisiva (Fukuda 

et al., 1997). 

Como se puede observar en la figura 39A, 

en ausencia de HU, e incluso a la temperatura per-

misiva (30ºC), Rgf1-GFP está en el núcleo del 45% 

de las células del mutante crm1-809. Este porcen-

taje aumenta a un 95% si tratamos las células de la 

cepa silvestre con rgf1+ marcado con GFP con Lep-

tomicina B (LMB) (figura 39A). La LMB es un inhi-

bidor potente y específico del exporte nuclear de 

proteínas con elementos NES, que actúa inhibien-

do directamente a CRM1 mediante la alquilación 

de una cisteína en su dominio central (la cisteína 

529 en el caso de Crm1 de S. pombe) (Fukuda et 

al., 1997; Kudo et al., 1999). 

En resumen, estos resultados indican que 

después de un bloqueo replicativo, la salida de 

Rgf1 del núcleo se produce a través del receptor 

nuclear Crm1 que reconoce los motivos NES1 y 

NES2 de la propia proteína. Además, el hecho de 

Figura 39: Rgf1 posee dos NES implicadas en su salida del 
núcleo después de un tratamiento con HU. (A) Células de las 
cepas Rgf1(*NES1)-GFP, Rgf1(*NES2)-GFP, crm1-809 Rgf1-
GFP creciendo en YES a 28ºC y de la cepa Rgf1-GFP tratada  
30’ con 100 ng/ml LMB. Barra de escala 5 μm. (B) Porcen-
taje de células que presentan Rgf1-GFP en el núcleo de las 
cepas Rgf1-GFP, Rgf1(*NES1)-GFP y Rgf1(*NES2)-GFP tras 
eliminar la HU del medio. Las células fueron tratadas  2 h 
con 12,5 mM de HU 2 h, se lavaron tres veces y se incuba-
ron en medio fresco. Tras los lavados, se tomaron fotos al 
microscopio cada 15’, n=200 para cada tiempo.
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que Rgf1 se acumule en el núcleo en ausencia de 

estrés y en presencia de LMB, podría indicar que la 

proteína está constantemente entrando y saliendo 

del núcleo en un ciclo celular normal.

2.5	 Rgf1 SE ACUMULA EN EL NÚCLEO EN 

MUTANTES QUE TIENEN UN BLOQUEO EN 

FASE S

Puesto que Rgf1 podría entrar en el núcleo 

de forma transitoria en algún momento del ciclo 

celular, intentamos averiguar cuál era ese momen-

to. Para ello analizamos la localización de Rgf1-

GFP en diferentes mutantes del ciclo celular a la 

temperatura restrictiva. Las células se bloquearon 

en G1 utilizando el mutante cdc10-129, en fase S 

con el mutante cdc22-M45 (un mutante termosen-

sible de la ribonucleótido reductasa), en fase S tar-

día / G2 temprana con el mutante cdc17-M75 (un 

mutante de la DNA ligasa I) y en fase G2 mediante 

el mutante cdc25-22 (Wang et al., 1999). 

Después de 4 horas a 36ºC, pudimos obser-

var que Rgf1 está excluida del núcleo en células 

bloqueadas al final de la fase S, G2 y G1 pero no 

está excluida del núcleo en el mutante cdc22-M45 

que se para en fase S (figura 40). 

Esta diferencia podría indicar que Rgf1 en-

tra transitoriamente en el núcleo en fase S. Sin 

embargo, las células del mutante cdc22-M45 a la 

temperatura restrictiva tienen activo el checkpoint 

de bloqueo en replicación (Lindsay et al., 1998), lo 

que hace imposible discernir si Rgf1 se acumula 

en este mutante porque las células están en fase 

S o en respuesta al checkpoint de bloqueo en re-

plicación. 

2.6	 LA ACUMULACIÓN NUCLEAR DE Rgf1 

DEPENDE DEL CHECKPOINT DE BLOQUEO EN 

REPLICACIÓN

Como se describió en la introducción, en 

S. pombe existen dos rutas de señalización dis-

tintas que responden a daño en el DNA, ambas 

rutas comparten una proteína sensora principal, la 

quinasa Rad3, que fosforila y activa a las quinasas 

efectoras Cds1 o Chk1 en función del tipo de daño 

que se produce o del momento del ciclo celular 

en que se produce. Rad3 activa a Cds1 cuando la 

célula detecta la presencia de horquillas de repli-

cación atascadas o daño en el DNA durante fase 

S y a Chk1 cuando las roturas de doble cadena y 

otros daños en el DNA se producen en la fase G2 

del ciclo celular (Brondello et al., 1999; Lindsay et 

al., 1998; Murakami y Okayama, 1995; Walworth 

et al., 1993).

Puesto que la acumulación nuclear de Rgf1 

se produce precisamente en condiciones en las 

Figura 40: La proteína Rgf1 silvestre se localiza en el núcleo en el mutante cdc22-M45 a la temperatura restrictiva. Imágenes de 
la localización de Rgf1-GFP en los mutantes termosensibles cdc10-129, cdc22-M45, cdc17-M75 y cdc25-22. Células de estos 
mutantes que llevaban en su genoma el gen rgf1+ marcado con GFP se cultivaron en medio rico a 28ºC hasta alcanzar fase 
logarítmica temprana y se cambiaron a 36ºC durante 4 horas. Barra de escala 5 μm.
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que la vía de Cds1 está activa, decidimos estudiar 

la localización de Rgf1 en presencia y ausencia de 

hidroxiurea en los mutantes de deleción cds1D, 

chk1D y rad3D. En células cds1D rgf1-GFP y chk1D 

rgf1-GFP sin tratar con HU, la localización de Rgf1-

GFP es prácticamente igual a la de la cepa silvestre 

(figura 41). Sin embargo, después de 2 horas de 

tratamiento, en el mutante cds1D la proteína Rgf1-

GFP se localiza exclusivamente en los polos y en el 

septo igual que en las células no tratadas, mientras 

que en mutante chk1D y en la cepa silvestre la pro-

teína Rgf1-GFP se acumula en el núcleo (figura 41). 

Curiosamente, en respuesta a HU, Rgf1-GFP 

también está excluida del núcleo en el mutante 

rad3D (figura 41), lo que confirma que su acumu-

lación en el núcleo no sólo depende de Cds1 sino 

también de la actividad del checkpoint de bloqueo 

en replicación.

Mediante estudios de proteómica a gran es-

cala se han identificado cientos de efectores de las 

checkpoint-quinasas con funciones celulares varia-

das (Smolka et al., 2007), por lo que no sería ex-

traño que Cds1 pudiese mediar en la acumulación 

de Rgf1-GFP en el núcleo de forma directa. Por 

este motivo, decidimos averiguar si Rgf1 y Cds1  

podrían interaccionar en un ensayo de coinmuno-

precipitación.

La cepa con Rgf1-GFP endógena fue trans-

formada con el plásmido pREP4X-cds1-GST (cds1+ 

está bajo el control del promotor reprimible por 

tiamina nmt 4X) o con el plásmido pREP4X-GST 

como control. En los paneles superiores de la fi-

gura 42 se muestra que Rgf1-GFP coprecipita con 

Cds1-GST tanto en presencia como en ausencia 

de HU y que la cantidad que coprecipita en pre-

sencia de la droga es mayor que en su ausencia. 

Además, nos llamó la atención que al analizar la 

cantidad de Rgf1-GFP en los extractos de las cé-

lulas que sobreexpresaban cds1-GST (figura 42, 

paneles intermedios) aparecen 2 bandas de Rgf1-

GFP, una de ellas migra más despacio y no aparece 

Figura 41: La localización de Rgf1 en el núcleo en condiciones de estrés replicativo depende del checkpoint de bloqueo en re-
plicación. Localización de Rgf1-GFP en células de la cepa silvestre y de los mutantes cds1D, chk1D y rad3D cultivadas en medio 
rico sin ningún tratamiento (panel superior) o tratadas con 12,5 mM de HU durante 2 horas (panel inferior). Barra de escala 5 μm.
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en los extractos de células transformadas con el 

plásmido pREP4X-GST. 

Esta banda podría corresponder a un esta-

do hiperfosforilado de la proteína Rgf1-GFP que 

solo aparece en condiciones de sobreexpresión de 

cds1+. Estos datos sugieren que Rgf1 interacciona 

con Cds1 y que podría ser fosforilada directamen-

te por esta quinasa.

2.7	 LA ACUMULACIÓN DE Rgf1 EN EL NÚ-

CLEO EN RESPUESTA A ESTRÉS REPLICATIVO  

DEPENDE DE Rad24

En nuestro laboratorio se había realizado 

una búsqueda para identificar posibles interaccio-

nes entre Rgf1 y otras proteínas mediante un en-

sayo de dos híbridos (Durfee et al., 1993; Fields y 

Song, 1989). Para ello la ORF de Rgf1 (desde el aa 

1 al 1.134), el extremo N’-terminal (del aa 1 al 423) 

y el extremo C’-terminal (desde el aa 988 al 1.334) 

se fusionaron al dominio de unión a DNA de Gal4 

en el plásmido pGBK7 y se usaron como cebo para 

buscar interacciones en una genoteca en la que los 

cDNAs de S. pombe están fusionados al dominio 

de activación de Gal4 en el plásmido pACT2, (esta 

genoteca fue un regalo de S. MacNeill y los expe-

rimentos fueron realizados por G. Ruiz de Garibay).

En este escrutinio, se identificaron 6 clones 

positivos que llevaban el gen rad24+ y que inte-

raccionaron con la proteína Rgf1 completa. Tal y 

como se muestra en la figura 43A, líneas 3 y 4, las 

células de la cepa AH109 que co-expresan rad24+ 

fusionado al dominio activador (pGADT7-rad24+) 

y rgf1+ fusionado al dominio de unión a DNA del 

Figura 42: Rgf1 interacciona con Cds1 en un ensayo de 
coprecipitación. Células que expresan Rgf1-GFP bajo el 
control de su propio promotor fueron trasformadas con 
los plásmidos pREP4X-GST o pREP4X-cds1-GST y se incu-
baron en ausencia de tiamina durante 17 horas. Se realizó 
un ensayo de coprecipitación con glutatión-sefarosa uti-
lizando los extractos celulares, y los precipitados se ana-
lizaron con anticuerpo anti-GFP (paneles superiores). La 
expresión de los plásmidos (paneles inferiores) y de Rgf1-
GFP (paneles intermedios) se analizó por Western blot con 
anticuerpos anti-GST o anti-GFP respectivamente.

Figura 43: Rgf1 interacciona con la proteína 14-3-3 Rad24. (A) Interacción de Rgf1 y Rad24 en un ensayo de doble híbrido. 
Crecimiento en placas de YNB sin leucina y sin triptófano (-L-T) o YNB sin leucina, sin triptófano y sin histidina (-L-T-H) de la cepa 
AH109 transformada con los plásmidos pGBKT7-rgf1+ y pGADT7 (línea 1), pGBKT7 y pGADT7-rad24+ (línea 2) o pGBKT7-rgf1+ 
y pGADT7-rad24+ (líneas 3 y 4). (B) Interacción de Rgf1 y Rad24 en un ensayo de coprecipitación. Los extractos de células que 
expresan rad24-GFP y rgf1-GST o bien solamente rad24-GFP bajo el control de su propio promotor, tratadas con 12,5 mM 
HU durante 2 horas o sin tratar se utilizaron para realizar un ensayo de precipitación con glutatión-sefarosa y se analizaron con 
anticuerpos anti-GFP (panel superior). La expresión de Rad24 y Rgf1 en los extractos se comprobó por Western blot usando 
anticuerpos anti-GFP o anti-GST.
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gen GAL4 (pGBKT7-rgf1+) crecen en medio sin 

histidina, lo que indica que existe interacción; 

pero no lo hacen las células co-transformadas con 

pGBKT7-rgf1+ y el plásmido vacío pGADT7 (figura 

43A, línea 1) ni las transformadas con el plásmido 

pGBKT7 vacío junto con pGADT7-rad24+ (figura 

43A, línea 2). 

Para verificar esta interacción, realizamos un 

experimento de coprecipitación, construimos una 

cepa con la copia endógena de rad24+ marcada 

con el epítopo GFP y la copia endógena de rgf1+ 

marcada con GST. Como control del experimen-

to utilizamos la cepa que expresaba únicamente 

Rad24-GFP. En la figura 43B podemos ver que Rgf1 

y Rad24 interaccionan tanto en presencia como en 

ausencia de HU y que la cantidad de Rad24-GFP 

que co-precipita junto con Rgf1-GST es similar en 

ambas condiciones.

Rad24 pertenece a la familia 14-3-3, una fa-

milia de proteínas muy conservadas presente en 

todos los organismos eucariotas estudiados. Nor-

malmente forman dímeros con una estructura en 

forma de U y se unen a proteínas fosforiladas. Las 

consecuencias moleculares de esta unión son di-

versas: puede estabilizar la conformación activa o 

inactiva de la proteína a la que se unen o provo-

car un cambio conformacional que conlleve a su 

activación o inhibición, su cambio de localización 

o la exposición/ocultación de sus sitios de unión 

(Reinhardt y Yaffe, 2013; van Heusden y Steensma, 

2006). 

En S. pombe, Rad24 media la acumulación 

nuclear de la proteína quinasa Chk1 en presencia 

de daño en el DNA (Dunaway et al., 2005) mien-

tras que promueve el exporte nuclear de la fosfa-

tasa Cdc25 en estas mismas condiciones (Lopez-

Girona et al., 1999; Zeng y Piwnica-Worms, 1999). 

Ya que Rgf1 muestra un cambio de localización en 

respuesta a estrés replicativo, analizamos si Rad24 

podría ser importante en la regulación de este 

cambio de localización. 

Para ello, tratamos con HU células de la 

cepa silvestre y de un mutante rad24D que ex-

presan Rgf1-GFP. En la figura 44 se observa que 

mientras que la señal de Rgf1-GFP es nuclear en 

las células de la cepa silvestre, la proteína está cla-

ramente excluida del núcleo en el caso de las célu-

las de la cepa rad24D. 

Además, la cantidad de Rgf1-GFP analizada 

por Western blot no varía en la cepa rad24D con 

respecto a la cepa silvestre, ni en presencia ni en 

ausencia de la droga (no mostrado), y la proteína 

Rgf1-GFP se localiza en los polos de crecimiento 

Figura 44: La localización de Rgf1 en el núcleo en presencia de HU depende de Rad24. Micrografías de fluorescencia de células 
silvestres y rad24D que expresan rgf1-GFP tratadas con HU a una concentración de 12,5 mM durante 2 horas (derecha) o en 
ausencia de tratamiento (izquierda). La barra de escala corresponde a 5 μm.
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y en el septo de división en células no tratadas (fi-

gura 44). Estos resultados sugieren que la localiza-

ción nuclear de Rgf1 en respuesta estrés replicati-

vo depende de Rad24.

2.8	 Rad24 y Cds1 REGULAN LA ACUMULA-

CIÓN DE Rgf1 EN EL NÚCLEO EN RESPUESTA 

A ESTRÉS REPLICATIVO INHIBIENDO SU SALI-

DA DEL NÚCLEO 

Los experimentos de localización nos indi-

can que la proteína Rad24 participa en la acumu-

lación de Rgf1 en el núcleo pero no cómo lo hace 

o en qué paso actúa. Existen dos posibilidades 

que se esquematizan en la figura 45: Rad24 po-

dría facilitar la acumulación de Rgf1 en el núcleo 

promoviendo su entrada, por ejemplo abriendo 

la conformación de Rgf1 para que se exponga su 

NLS o, alternativamente, podría actuar mediante 

la inhibición de su salida bloqueando el acceso de 

Crm1 a los motivos NES. 

Para distinguir entre estas dos posibilida-

des, se analizó la localización de Rgf1-GFP en cé-

lulas de la cepa rad24D -que es deficiente en la 

acumulación de Rgf1 en el núcleo en presencia de 

HU- tratadas con leptomicina B para inhibir el ex-

porte nuclear de forma exógena. El 95% de las cé-

lulas rad24D tratadas con LMB durante 30 minutos 

acumulan Rgf1-GFP en el núcleo y este porcentaje 

es prácticamente idéntico al de la cepa silvestre 

en las mismas condiciones (figura 45C). También 

obtuvimos un resultado muy parecido utilizando 

la mutación Rgf1(*NES1)-GFP en un fondo genéti-

Figura 45: Rgf1 se localiza 
en el núcleo de las células 
rad24D si se inhibe su expor-
te nuclear. Representación 
de las dos posibilidades 
existentes de cómo Rad24 
podría regular la acumula-
ción de Rgf1 en el núcleo 
en presencia de estrés repli-
cativo y predicción de la lo-
calización de Rgf1-GFP en el 
mutante rad24D tratado con 
LMB en ambos supuestos. 
Si la función de Rad24 fue-
se promover la entrada de 
Rgf1 en el núcleo (A), Rgf1-
GFP no se acumularía en el 
núcleo a pesar de bloquear 
su exporte con LMB. Si por 
el contrario, Rad24 promue-
ve la acumulación nuclear de 
Rgf1 inhibiendo su salida (B), 
Rgf1-GFP se localizaría en el 
núcleo al tratar con LMB ya 
que bloqueando de forma 
exógena el exporte nuclear, 
se evitaría el requerimiento 
de Rad24. (C) Localización 
de Rgf1-GFP en células de 
una cepa silvestre y de la 
cepa mutante rad24D cre-
ciendo en medio rico sin nin-
gún tratamiento (paneles de 
la izquierda) o tratadas con 
LMB a una concentración de 
100 ng/ml durante 30 minu-
tos. Localización la proteína 
mutante Rgf1(*NES1)-GFP 
en células silvestres y rad24D 
creciendo en medio rico (pa-
neles de la derecha).
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co rad24D. Aquí, aproximadamente el 55% de las 

células rad24D mostraban Rgf1(*NES1)-GFP en el 

núcleo comparado con el 65% en la cepa silvestre 

(figura 45C). 

Estos datos indican que la entrada de Rgf1-

GFP al núcleo es independiente de Rad24 y por 

tanto sugieren que el mutante rad24D falla en in-

hibir el exporte nuclear de Rgf1 en condiciones de 

bloqueo en replicación. 

Tal y como hemos visto para Rad24, inten-

tamos averiguar si Cds1 regulaba la acumulación 

nuclear de Rgf1 promoviendo su entrada o blo-

queando su salida del núcleo. Encontramos que 

un alto porcentaje de células cds1D mostraban 

Rgf1(*NES1)-GFP en el núcleo (figura 46). 

Además, en la figura 46 se puede observar 

que tras un tratamiento con LMB, Rgf1-GFP se lo-

caliza en el núcleo en más del 95% de las células 

del mutante cds1D. Estos resultados indican que al 

igual que Rad24, Cds1 regula la acumulación de 

Rgf1 en el núcleo mediante la inhibición de su sa-

lida de este compartimento.

Figura 46: Cds1 regula la 
acumulación de Rgf1 en el 
núcleo mediante la inhibi-
ción de su salida. Localiza-
ción de Rgf1-GFP en células 
silvestres y cds1D crecien-
do en medio rico sin tratar 
(paneles de la izquierda) 
o tratadas con LMB a una 
concentración de 100 ng/ml 
durante 30 minutos (paneles 
del centro) y localización de 
Rgf1(*NES1)-GFP en células 
de la cepa silvestre y de la 
cepa mutante cds1D sin nin-
gún tratamiento (paneles de 
la derecha).
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	 CAPÍTULO 3. 

Rgf1 es necesario para la supervivencia en HU y esta función está regulada por fosforilación por 

Cds1 y posterior unión a Rad24 
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3.1	 LA PRESENCIA DE Rgf1 EN EL NÚCLEO 

ES ESENCIAL PARA LA SUPERVIVENCIA EN HI-

DROXIUREA

Para saber si Rgf1 tiene algún papel en la 

supervivencia frente al estrés replicativo causado 

por el tratamiento con HU, examinamos la sensibi-

lidad de rgf1D frente a diferentes concentraciones 

de HU en ensayos en placa. Como se muestra en 

la figura 47, las células del mutante rgf1D apenas 

crecen en placas suplementadas con HU a una 

concentración de 5 mM mientras que la cepa sil-

vestre es viable. 

Además, comparamos la sensibilidad del 

mutante rgf1D con los mutantes nulos de las chec-

kpoint quinasas chk1D y cds1D. De acuerdo con lo 

descrito en la bibliografía, cds1D es extremada-

mente sensible a HU ya que no crece a ninguna 

de las concentraciones ensayadas mientras que 

el mutante chk1D sí es capaz de crecer a 2,5 mM. 

rgf1D es menos sensible a HU que chk1D, ya que 

crece a 2,5 mM (figura 47). 

También nos preguntamos si las mutaciones 

en rgf1+ que presentan un defecto en la acumula-

ción de la proteína en el núcleo en respuesta a HU 

mostrarían sensibilidad a esta droga. En la figura 

48 se muestra la tolerancia a HU de las distintas 

cepas con el gen rgf1+ mutado construidas a lo 

largo de este trabajo. Además se muestra su ca-

pacidad para crecer en presencia de caspofungina 

y las condiciones en las que la proteína mutante 

correspondiente (marcada con GFP) se localiza en 

el núcleo.

Los mutantes rgf1-N2D y rgf1(*NLS) -que 

mostraban una acumulación reducida de la pro-

teína en el núcleo en presencia de HU- no son 

sensibles a la droga, mientras que los mutantes 

rgf1-PHD y rgf1-CNH1D -que se comportan como 

la cepa silvestre respecto a la acumulación nuclear 

de Rgf1-GFP- sí lo son. Por otro lado, los mutan-

tes rgf1-DEPD y rgf1-FPTP -en los que la proteína 

se encontraba constitutivamente en el núcleo- no 

presentan sensibilidad a HU mientras que el mu-

tante rgf1(*NES1) -en el que la proteína también se 

localizaba en el núcleo en ausencia de la droga- es 

sensible a HU (figura 48). 

La falta de correlación entre la acumulación 

de la proteína mutada en el núcleo y la tolerancia 

a HU en estos mutantes se puede explicar tal y 

como se expone a continuación. En primer lugar, 

los mutantes PHD, rgf1-CNH1D y rgf1(*NES1) que 

presentan sensibilidad a HU, también presentan 

sensibilidad a caspofungina, lo que indica que 

Rgf1 puede tener afectada su actividad catalítica o 

intercambiadora de nucleótidos y no ser funcional 

aunque la proteína se localice correctamente en 

el núcleo. Además, tal y como veremos posterior-

mente, un mutante en el dominio catalítico tam-

bién es sensible a HU. 

En segundo lugar, en los mutantes rgf1-N2D 

y rgf1(*NLS), aunque son deficientes en la acumu-

Figura 47: El mutante rgf1D es 
sensible a HU. Se inocularon dilu-
ciones seriadas de la cepa silves-
tre y los mutantes rgf1D,  chk1D y 
cds1D en placas de YES y YES su-
plementado con 2,5 mM y 5 mM.
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lación nuclear de Rgf1-GFP, la proteína no está 

completamente excluida del núcleo en presencia 

de HU. Esta pequeña cantidad de proteína presen-

te en el núcleo -que es catalíticamente activa ya 

que estos mutantes no son sensibles a caspofun-

gina- podría ser suficiente para conferir tolerancia 

a la droga. Aun así, la prueba más convincente en 

este sentido la obtuvimos con un mutante fosfo-

deficiente, Rgf1-9A-GFP, cuyas características se 

describen en el apartado siguiente. 

3.2	 LA FOSFORILACIÓN DE Rgf1 ES NECE-

SARIA PARA SU ACUMULACIÓN EN EL NÚ-

CLEO EN PRESENCIA DE HU 

Hemos demostrado que Rgf1 interacciona 

físicamente con la proteína Rad24 y también con 

la quinasa efectora del checkpoint de bloqueo en 

replicación Cds1 y que ambas proteínas regulan la 

acumulación de Rgf1 mediante la inhibición su ex-

porte nuclear. Estas evidencias sugieren que Rgf1 

Figura 49: Esquema de la proteína 
Rgf1 en la que se señalan las serinas 
de los sitios consenso de fosforlia-
ción por Cds1 (RXXS). Las versiones 
fosfodeficientes se construyeron 
realizando mutaciones en las que se 
sustituyeron serinas por alaninas: 9 
serinas (S35A, S68A, S87A, S170A, 
S275A, S342A, S422A, S1085A y 
S1322A) para construir Rgf1-9A, 6 
serinas (de S35A a S342A) para Rgf1-
6A o 3 (S422A, S1085A y S1322A) 
para Rgf1-3A. Para construir las 
versiones fosfomiméticas, Rgf1-9E, 
Rgf1-6E y Rgf1-3E, se realizaron las 
mismas mutaciones pero en este 
caso las serinas se cambiaron por 
ácido glutámico. Todas estas cons-
trucciones fueron integradas en el 
genoma de una cepa rgf1D bajo el 
control de su propio promotor.

Figura 48: Sensibilidad a HU de la cepa rgf1D y de las cepas con las diferentes versiones mutadas del gen rgf1+. Se inocularon 
diluciones seriadas de las distintas cepas en estudio, en placas de YES, YES suplementado con 7,5 mM HU y YES suplementado 
con 0,5 µg/ml caspofungina. Además se indica la localización nuclear de la proteína Rgf1-GFP mutante en cada caso.
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podría ser un efector de Cds1/Rad24. 

Rgf1 contiene 9 motivos RXXS descritos 

como sitios consenso de fosforilación por Cds1 

(dónde la S es fosforilada y X representa cualquier 

aminoácido) (Diaz-Cuervo y Bueno, 2008; O’Neill 

et al., 2002). Además, estos motivos en su forma 

fosforilada son reconocidos por las proteínas 14-3-

3 (Reinhardt y Yaffe, 2013; Yaffe, 2002). Al menos 3 

de estos sitios de Rgf1 están fosforilados in vivo ya 

que han sido identificados por espectrometría de 

masas (Gupta et al., 2013).

Para estudiar el papel que tienen estos po-

sibles sitios de fosforilación en la localización de 

Rgf1 en el núcleo en condiciones de bloqueo en 

replicación, decidimos mutar los residuos de se-

rina de estos motivos por alaninas para construir 

Figura 50: La fosforilación en los sitios RXXS de Rgf1 es necesaria para su relocalización al núcleo en presencia de HU. (A). Imá-
genes de fluorescencia de la localización de Rgf1 en células de las cepas que llevan el gen rgf1+ silvestre o los distintos alelos 
fosfodeficientes Rgf1-9A, Rgf1-6A y Rgf1-3A, marcados con GFP cultivadas en medio rico sin ningún tratamiento (panel supe-
rior) o tratadas con 12,5 mM de HU durante 2 horas (panel inferior). Barra de escala 5 μm. (B) Micrografías de fluorescencia de 
la localización de Rgf1-GFP o Rgf1-9A  en células tratadas con Leptomicina B 100 ng/ml durante 30 minutos. Barra de escala 5 
μm. (C) Se obtuvieron extractos de proteína de células que expresaban rgf1-GFP o Rgf1-9A-GFP y se separaron por SDS-PAGE 
en presencia de 40 µM de Phos-tagTM. Las proteínas se detectaron con anticuerpos anti-GFP.
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una proteína fosfodeficiente, Rgf1-9A-GFP, o por 

glutámico para obtener la versión fosfomimética 

de Rgf1-GFP, Rgf1-9E-GFP. En pasos intermedios 

de la construcción de los alelos rgf1-9A-GFP y 

rgf1-9E-GFP obtuvimos también otras cuatro ver-

siones, 2 fosfodeficientes y 2 fosfomiméticas de 

Rgf1-GFP: Rgf1-6A-GFP,  Rgf1-3A-GFP, Rgf1-6E-

GFP y  Rgf1-3E-GFP. Todas ellas están representa-

das en la figura 49.

A continuación analizamos la migración de 

Rgf1-9A-GFP y Rgf1-GFP en geles con Phos-tagTM, 

un compuesto con afinidad por moléculas con car-

ga negativa que permite una mayor resolución de 

bandas de fosforilación en geles de poliacrilamida. 

Como se muestra en la figura 50C, en este tipo 

de geles se resuelven especies de Rgf1-GFP con 

migración electroforética más lenta, lo que podría 

indicar que Rgf1 es una fosfoproteína. Estas espe-

cies de migración más lenta no se observan en la 

proteína mutante Rgf1-9A-GFP, lo que confirma 

que mutando los 9 sitios RXXS de Rgf1 se elimi-

na gran parte de su fosforilación y por tanto que 

Rgf1-9A-GFP es ciertamente una proteína fosfode-

ficiente. 

La proteína Rgf1-9A-GFP, a diferencia de la 

proteína Rgf1-GFP silvestre, no se acumula en el 

núcleo en presencia de HU (figura 50A). Solamen-

te el tratamiento con LMB promueve la retención 

de Rgf1-9A-GFP en el núcleo (figura 50B), lo que 

sugiere que la fosforilación en los sitios consenso 

de fosforilación por Cds1 regula la acumulación 

nuclear de Rgf1 por inhibición de su salida del nú-

cleo. 

En esta regulación parecen ser más impor-

tantes los motivos RXXS de la región N’-terminal, 

ya que la proteína Rgf1-6A-GFP, en la que estos 

sitios de fosforilación no están presentes, no es re-

tenida en el núcleo en presencia de estrés replica-

tivo mientras que la versión mutante de Rgf1-GFP 

en la que se eliminan los 2 sitios RXXS de la región 

C’-terminal y el último sitio RXXS del extremo N’-

terminal, Rgf1-3A-GFP, se localiza en el núcleo en 

estas condiciones al igual que lo hace la cepa sil-

vestre (figura 50A). 

Para estudiar el papel de estos sitios de 

fosforilación en la función de Rgf1, analizamos el 

comportamiento de los mutantes fosfodeficientes 

Figura 51: Sensibilidad a HU de la cepa rgf1D y de las cepas con las diferentes versiones fosfodeficientes y fosfomi-
méticas del gen rgf1+. Se inocularon diluciones seriadas de las distintas cepas en estudio, en placas de YES, YES 
suplementado con 7,5 mM HU y YES suplementado con 0,5 µg/ml caspofungina. Además se indica la localización 
nuclear de la proteína Rgf1-GFP mutante en cada caso.
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en placas de HU y de Csp. Los mutantes rgf1-9A 

y rgf1-6A son sensibles a HU pero se comportan 

como la cepa silvestre en placas suplementadas 

con Csp (figura 51). Además, observando las cé-

lulas de estos mutantes teñidas con calcoflúor, en-

contramos que se comportan de forma idéntica a 

las de la cepa silvestre con respecto al crecimiento 

bipolar, tanto en presencia como en ausencia de 

HU (no mostrado).

Estos resultados sugieren que un fallo en la 

regulación de la acumulación de Rgf1 en el núcleo 

mediante fosforilación (probablemente por parte 

de Cds1) causa un defecto grave en la superviven-

cia de las células en presencia de HU y que Rgf1 

podría formar parte del mecanismo por el cual 

Cds1 promueve la supervivencia en condiciones 

de estrés replicativo. Sin embargo, parece que las 

funciones de Rgf1 en integridad celular y en pola-

ridad son independientes de esta regulación por 

fosforilación. 

Por su parte, todos los mutantes fosfomi-

méticos (rgf1-9E, rgf1-6E y rgf1-3E) son sensibles 

a HU y no lo son a Csp (figura 51) y al contrario de 

lo que esperábamos, ninguna de las proteínas fos-

fomiméticas se acumula en el núcleo en presencia 

de HU (figura 52). Podría ocurrir que el cambio de 

serina por glutámico no esté mimetizando una fos-

forilación sino que, por el contrario, lo que hace es 

impedir que la serina se fosforile y que, por tanto, 

Rgf1-9E-GFP, Rgf1-6E-GFP y Rgf1-3E-GFP se com-

porten también como proteínas fosfodeficientes.

En este sentido, también podría ocurrir que 

Rgf1 esté sometida a rondas de fosforilación y des-

fosforilación consecutivas y bloquear la dinámica 

de cualquiera de los dos procesos produzca un 

efecto similar. 

Figura 52: Las versiones fosfomiméticas de Rgf1 no se acumulan en el núcleo en condiciones de estrés replicativo. Localización 
de Rgf1 en células que llevan el gen rgf1+ silvestre o los distintos alelos fosfomiméticos Rgf1-9E, Rgf1-6E y Rgf1-3E, marcados 
con GFP cultivadas en medio rico sin tratar (panel superior) o tratadas con 12,5 mM de HU durante 2 horas (panel inferior). Barra 
de escala 5 μm.
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3.3	 LA FOSFORILACIÓN DE Rgf1 ES NECE-

SARIA PARA SU UNIÓN A Rad24

En base a los resultados obtenidos, nuestra 

hipótesis es que Cds1 en su estado activo podría 

fosforilar a Rgf1 y dicha fosforilación podría condi-

cionar su interacción con Rad24 y su acumulación 

en el núcleo. Algo parecido se ha descrito para 

Cdc25, en este caso su fosforilación por Chk1 en 

respuesta a daño en el DNA crea sitios de unión a 

Rad24 favoreciendo su salida del núcleo (Lopez-

Girona et al., 1999; Zeng y Piwnica-Worms, 1999). 

Para verificar esta hipótesis, analizamos la 

capacidad de la proteína Rgf1-9A-GFP endógena 

para unirse a Rad24-GFP expresada también bajo 

el control de su propio promotor en un ensayo 

de coprecipitación. La proteína mutada Rgf1-9A-

GFP procedente tanto de células sin tratar como 

de células tratadas con HU no fue detectada en 

los precipitados con Rad24-GST, mientras que en 

condiciones idénticas Rgf1-GFP sí aparecía unida 

Rad24-GST (figura 53).

Este experimento sugiere que solamente 

una forma fosforilada de Rgf1 es capaz de unirse a 

Rad24 y que esta interacción es importante para la 

retención de la proteína en el núcleo en respuesta 

al checkpoint de bloqueo en replicación. 

Sin embargo, no hemos encontrado diferen-

cias de migración de Rgf1-GFP proveniente de ex-

tractos de células tratadas con HU o sin tratar, ni de 

células silvestres o cds1D en geles de Phos-tagTM 

(no mostrado). Además, la interacción de Rgf1 y 

Rad24 es independiente de la presencia de la pro-

teína Cds1, ya que ambas proteínas coprecipitan 

en células con fondo genético silvestre o cds1D (fi-

Figura 53: La fosforilación 
en los sitios RXXS de Rgf1 
es necesaria para su interac-
ción con Rad24. Extractos 
de proteína de células que 
expresan rgf1-GFP y rad24-
GST (segundo carril), rgf1-
9A-GFP y rad24-GST (cuarto 
carril) o bien solamente rgf1-
GFP (primer carril), o rgf1-
9A-GFP (tercer carril), bajo el 
control de su propio promo-
tor se utilizaron para realizar 
un ensayo de precipitación 
con glutatión-sefarosa y se 
analizaron con anticuerpos 
anti-GFP (panel superior). 

La expresión de Rad24 y Rgf1 en los extractos se comprobó por Western blot usando anticuerpos anti-GFP o anti-GST. Estos 
ensayos de coprecipitación se realizaron en células tratadas con 12,5 mM HU durante 2 horas (panel derecho) o sin tratamiento 
(panel izquierdo).

Figura 54: La interacción de Rgf1 y Rad24 es inde-
pendiente de la presencia de Cds1. Se realizó un 
ensayo de coprecipitación con glutatión-sefarosa 
utilizando los extractos de células que expresan 
Rad24-GFP y Rgf1-GST o bien solamente Rad24-
GFP bajo el control de su propio promotor en los 
fondos genéticos silvestre (carriles 1 y 2) y cds1D 
(carriles 3 y 4). Los precipitados se analizaron con 
anticuerpo anti-GFP (panel superior). La expresión 
de Rad24-GFP y Rgf1-GST se analizó por Western 
blot con anticuerpos anti-GFP o anti-GST respecti-
vamente (paneles medio e inferior).
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gura 54). Estos datos indican que Rgf1 podría ser 

fosforilado en sus motivos RXXS por otras quinasas 

distintas de Cds1 en diferentes localizaciones celu-

lares y momentos del ciclo celular activando sitios 

de unión a Rad24.

3.4	 EL TRANSPORTE DE Rgf1 A LOS POLOS 

NO ESTÁ BLOQUEADO EN PRESENCIA DE ES-

TRÉS REPLICATIVO

La mayoría de los GEFs se localizan en el 

citoplasma o en la membrana plasmática y sólo 

unos pocos presentan una localización nuclear. 

En el caso de estos últimos, la localización en el 

núcleo en muchos casos parece servir como un 

reservorio dónde el GEF permanece inactivo y se-

parado de la GTPasa, como es el caso de la pro-

teína GEF Cdc24 en S. cerevisiase. Cdc24 perma-

nece secuestrada en el núcleo de forma basal para 

mantener a la GTPasa Cdc42 inactiva y es liberada 

al citoplasma durante el crecimiento apical de la 

yema y en respuesta a feromonas, situaciones que 

requieren la actividad de Cdc42 para la polariza-

ción del citoesqueleto de actina (Nern y Arkowitz, 

2000; Shimada et al., 2000). 

Por este motivo, decidimos investigar si la 

localización de Rgf1 en el núcleo durante el blo-

queo en replicación tendría el propósito de se-

cuestrar a la proteína y disminuir su concentración 

en los polos, para evitar la activación Rho1 y por 

tanto ralentizar el crecimiento polarizado.

La localización de Rgf1 en los polos de la 

célula depende del citoesqueleto de actina (P. 

García, resultados no publicados); si se tratan las 

Figura 55: El bloqueo en 
replicación no previene la 
localización de Rgf1 en los 
polos de la célula (1). (A) 
Células Rgf1-GFP sin ningún 
tratamiento (paneles izquier-
do e intermedio) y tratadas 
2 horas con 12,5 mM de HU 
(panel derecho). (B) Células 
de la cepa Rgf1-GFP fueron 
tratadas durante 20 minutos 
con LatA a una concentra-
ción de 50 µM y posterior-
mente con 12,5 mM de HU 
durante 2 horas mantenien-
do la LatA en el medio. Se 
tomaron imágenes antes de 
los tratamientos (panel iz-
querdo), tras el tratamiento 
con LatA (panel intermedio) 
y tras del tratamiento con 
HU (panel derecho). (C) Cé-
lulas de la cepa Rgf1-GFP 
fueron tratadas 20 minutos 
con LatA a una concentra-
ción de 50 µM, se lavaron 3 
veces para eliminar la LatA 
del medio y se trataron des-
pués con 12,5 mM de HU 
durante 2 horas. Se tomaron 
imágenes de microscopía de 
fluorescencia antes de los 
tratamientos (panel izquer-
do), tras el tratamiento con 
LatA (panel intermedio) y 
después del tratamiento con 
HU (panel derecho). Barra 
de escala 5 μm.
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células con Latrunculina A (LatA), un agente que 

despolimeriza los filamentos de actina (Spector et 

al., 1989), Rgf1-GFP desaparece casi totalmente 

de los polos. Utilizando esta herramienta, decidi-

mos analizar si Rgf1-GFP era o no transportado 

activamente a los polos en presencia de HU. En 

la figura 55C se muestra la localización de Rgf1-

GFP después de eliminar la proteína de los polos 

mediante un tratamiento de 20 minutos con 50 µM 

LatA. Si a continuación eliminamos la LatA del me-

dio y tratamos estas células 2 horas con 12,5 mM 

HU, Rgf1-GFP se localiza de nuevo en los polos, lo 

que sugiere que el transporte de Rgf1-GFP a los 

extremos de la célula no está inhibido durante un 

bloqueo en replicación. 

Sabemos que la acumulación de Rgf1 en 

el núcleo tras añadir HU requiere al menos 45 mi-

nutos desde la adición de la droga (figura 35A) y, 

es posible que sea durante este tiempo cuando 

Rgf1-GFP recupera su localización en los polos. 

Para descartar esta posibilidad, realizamos un en-

sayo similar pero en el que se mantiene la HU en 

el medio durante todo el experimento. Para ello, 

células que expresaban Rgf1-GFP fueron tratadas 

con 12,5 mM HU durante 2 horas y posteriormente 

tratadas con 50 µM LatA durante 20 minutos para 

retirar la proteína Rgf1-GFP de los polos celulares 

(figura 56C). Una vez retirada la LatA del medio 

mediante lavados, se incubaron las células en me-

dio fresco suplementado con 12,5 mM HU durante 

2 horas más. Como se muestra en la figura 56C, 

Rgf1-GFP se localiza en los polos en estas condi-

ciones, lo que confirma que el tratamiento con HU 

no inhibe la localización cortical de Rgf1-GFP. 

En estos experimentos también hemos des-

cubierto que la localización de Rgf1-GFP en el 

Figura 56: El bloqueo en 
replicación no previene la 
localización de Rgf1 en los 
polos de la célula (2). (A) 
Células Rgf1-GFP tratadas 
con 12,5 mM de HU 2 horas 
(panel izquierdo), 2 horas y 
20 minutos (panel interme-
dio) o 4 horas y 20 minutos. 
(B) Células de la cepa Rgf1-
GFP fueron tratadas con 
12,5 mM de HU durante 2 
horas y en ese momento se 
añadió LatA a una concen-
tración de 50 µM. Se toma-
ron imágenes tras 2 horas 
en HU (panel izquierdo), 20 
minutos tras añadir la LatA 
(panel intermedio) y 2 horas 
después (panel derecho). (C) 
Células de la cepa Rgf1-GFP 
fueron tratadas con 12,5 
mM de HU durante 2 horas, 
en ese momento se añadió 
LatA a una concentración de 
50 µM, tras 20 minutos se la-
varon 3 veces con agua para 
eliminar la LatA del medio y 
se inocularon en medio con 
12,5 mM de HU (panel iz-
quierdo). Se tomaron imáge-
nes tras 2 horas en HU, a los 
20 minutos de añadir la LatA 
(panel intermedio) y 2 horas 
después de los lavados (pa-
nel derecho). Barra de escala 
5 μm.
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núcleo en respuesta a la HU requiere la presencia 

de actina polimerizada ya que, como se muestra 

en la figura 55B, si una vez eliminada la proteína 

de los polos con LatA, mantenemos la LatA a la 

vez que añadimos HU, Rgf1-GFP no es retenida 

en el núcleo ni se localiza en los polos. Sin embar-

go, si Rgf1 se encuentra en el núcleo (como con-

secuencia del tratamiento con HU) en el momento 

de despolimerizar la actina, mantiene esta locali-

zación nuclear incluso 2 horas después de haber 

añadido LatA y en presencia de HU (figuras 56B).

En conjunto, estos experimentos demues-

tran que la acumulación en el núcleo de Rgf1 en 

presencia de estrés replicativo aparentemente no 

tiene por objetivo impedir su transporte a los po-

los.

3.5	 LA FUNCIÓN DE Rgf1 EN EL NÚCLEO DE-

PENDE DE SU ACTIVIDAD GEF.

Otra manera de comprobar si el propósi-

to de la acumulación de Rgf1 en núcleo es evitar 

la activación de Rho1 en los polos, es analizar la 

cantidad de Rho1 activa en presencia de HU. Para 

ello, realizamos un experimento de precipitación 

de Rho1-GTP con bolitas de glutatión-sefarosa 

unidas a GST-RBD (RhoA Binding Domain), el do-

minio de unión a RhoA de la proteína rhotequi-

na marcado con GST (Reid et al., 1996; Ren et al., 

1996). Este péptido sólo se une a las proteínas Rho 

cuando se encuentran asociadas a GTP por lo que 

precipitando las bolas de sefarosa, precipitamos 

la fracción celular de Rho1 que está unida a GTP. 

Como se muestra en la figura 57, la cantidad de 

Rho1 activa es muy parecida en los extractos de 

células tratadas con HU y sin tratar, incluso parece 

que aumenta ligeramente.

También analizamos si la tolerancia a HU 

que confiere Rgf1 depende de su actividad GEF 

Figura 57: Los niveles de Rho1 unido a GTP no disminuyen 
en presencia de HU. Se realizaron extractos proteicos de 
células que expresan HA-rho1+ de forma endógena trata-
das durante 2 h con 12,5 mM HU o sin tratar y se analizó 
por Western blot la cantidad total de proteína HA-Rho1 
usando un anticuerpo anti-HA y la cantidad de HA-rho1 
unido a GTP mediante coprecipitación de los extractos 
celulares con bolas de glutatión-sefarosa conjugadas con 
la proteína GST-RBD y posterior análisis con el anticuerpo 
anti-HA.

Figura 58: Sensibilidad a HU del mutante en 
el dominio catalítico de Rgf1 rgf1-PTTR y del 
mutante termosensible de rho1+ rho1-596. 
Se inocularon diluciones seriadas de las dis-
tintas cepas en estudio, en placas de YES y 
YES suplementado con 7,5 mM HU que pos-
teriormente se incubaron a las temperaturas 
indicadas.
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hacia Rho1. El mutante rgf1-PTTR, con una dele-

ción de 4 aa en el dominio catalítico y con un de-

fecto importante en la actividad GEF hacia Rho1 

(García et al., 2009a), es sensible a HU (figura 58) y 

defectivo en la acumulación nuclear de la proteína 

en presencia de la droga (no mostrado). Además, 

la cepa rho1-596 que porta un alelo hipomórfico 

de la GTPasa Rho1 y es termosensible (Viana et al., 

2013), también es sensible a HU. Los resultados de 

este experimento se muestran en la figura 58, dón-

de se puede observar que la cepa rho1-596 crece 

en placas de YES a temperaturas permisivas (28ºC 

y 32ºC) pero no lo hace en las mismas condiciones 

en placas de YES suplementadas con HU.

En conjunto, todos estos datos demuestran 

que tanto Rgf1 como Rho1 juegan un papel activo  

en presencia de estrés replicativo. 

Finalmente nos preguntamos si, como ocu-

rre con Rgf1, Rho1 se acumula en el núcleo en con-

diciones de estrés replicativo. En la figura 59A se 

observa que la proteína Rho1 marcada con GFP e 

integrada en el genoma no se acumula en el nú-

cleo tras un tratamiento de HU durante 2 horas, 

ni tampoco a tiempos mayores en presencia de la 

droga (no mostrado). 

La proteína GFP-Rho1 que usamos no es to-

talmente funcional puesto que hay que integrarla 

en presencia de la copia silvestre de rho1+ para 

que la célula sea viable. Por esta razón, es posible 

que sea inestable durante el estrés replicativo o 

que la proteína sin marcar compita con la silvestre 

y por eso no la vemos acumulada en núcleo. 

Las GTPasas de la familia Rho llevan un 

grupo isoprenoide en su extremo C’-terminal que 

les permite asociarse a las membranas celulares 

(Wennerberg et al., 2005). Nosotros eliminamos 

la posibilidad de que GFP-Rho1 sea prenilada in-

troduciendo un codón de parada en el gen rho1+ 

inmediatamente antes de su secuencia de preni-

lación 202CILL205 (GFP-Rho1-Stop). Mientras que 

GFP-Rho1 se localiza en la membrana plasmática y 

en las membranas internas (figura 59A), la proteína 

GFP-Rho1-Stop se localiza en el citoplasma y, de 

forma más intensa, en el núcleo (figura 59B). Este 

resultado nos permite señalar que existe la posibi-

lidad de que una pequeña fracción de Rho1 que 

no sea prenilada se pueda localizar en el núcleo y 

ser activada por Rgf1 para promover tolerancia al 

estrés replicativo crónico. 

Figura 59: (A) Micrografías 
de fluorescencia de células 
GFP-rho1 en ausencia de 
tratamiento y tratadas con 
HU 12,5 mM durante 2 h. (B) 
Localización subcelular de la 
proteína GFP-Rho1 no preni-
lable GFP-Rho1-Stop.
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	 CAPÍTULO 4. 

Rgf1 es necesaria para la correcta recuperación tras un bloqueo en replicación
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4.1	 SENSIBILIDAD DEL MUTANTE rgf1Δ A 

OTROS AGENTES QUE CAUSAN DAÑO EN EL 

DNA Y PARADAS DEL CICLO CELULAR

Las células que carecen de Rgf1 son sensi-

bles a HU, esta droga interfiere con la progresión 

de la fase S debido a una fuerte disminución de la 

cantidad de dNTPs. Nos preguntamos si Rgf1 po-

dría estar implicada en promover la supervivencia 

celular tras el tratamiento con otros agentes cau-

santes de lesiones en el DNA. 

La radiación ultravioleta causa la formación 

de dímeros de ciclobutano en el DNA mientras 

que el metil metano sulfonato (MMS) provoca la 

alquilación de las bases nitrogenadas. Durante la 

replicación, estas modificaciones en el DNA cons-

tituyen obstáculos en la cadena molde para las 

helicasas y las DNA polimerasas. Por su parte, la 

camtoptecina (Cpt) atrapa a la topoisomerasa I de-

jando una rotura de cadena simple en el DNA que 

causa el colapso de las horquillas de replicación 

cuando estas chocan con el complejo Cpt-topoiso-

merasa I. En la figura 60 se muestra que las células 

rgf1Δ crecen de forma similar a la cepa silvestre 

en presencia de MMS y tras ser irradiadas con UV 

pero son muy sensibles a Cpt 7,5 µM.

También nos preguntamos si las células 

rgf1Δ son más sensibles a un bloqueo en la fase S 

del ciclo celular o muestran algún tipo de interac-

ción con mutantes termosensibles bloqueados en 

otras fases del ciclo. Para ello analizamos el creci-

miento a diferentes temperaturas de los mutantes 

dobles cdc10-129 rgf1Δ, cdc22-M45 rgf1Δ, cdc17-

M75 rgf1Δ y cdc25-22 rgf1Δ comparados con los 

mutantes simples cdc10-129, cdc22-M45, cdc17-

M75 y cdc25-22.

En la figura 61 se puede observar que la de-

leción del gen rgf1+ no tiene ningún efecto en cé-

lulas bloqueadas en G1 o en G2 ya que los mutan-

tes cdc10-129 rgf1Δ y cdc25-22 rgf1Δ crecen en el 

mismo rango de temperaturas que los mutantes 

simples cdc10-129 y cdc25-22 respectivamente. 

Sin embargo, las células cdc22-M45 crecen a 32ºC 

mientras que las células cdc22-M45 rgf1Δ no cre-

cen a esta temperatura, lo que indica de nuevo 

que Rgf1 es esencial cuando la replicación está 

bloqueada, pero en este caso por una mutación 

en el gen que codifica la enzima ribonucleótido 

reductasa. 

La deleción de rgf1+ también presenta cierta 

interacción con el mutante  cdc17-M75; esta dife-

rencia podría reflejar un papel más importante de 

Figura 60: La cepa rgf1D es 
sensible a camtoptecina pero 
no a MMS ni luz UV. Se ino-
cularon diluciones seriadas de 
las distintas cepas en estudio, 
en placas de YES, YES suple-
mentado con 7,5 µM Cpt y 
YES suplementado con 0,01% 
o 0,02% MMS. Para evaluar la 
sensibilidad a luz UV, se ino-
cularon diluciones seriadas de 
las distintas cepas en placas de 
YES y posteriormente se irra-
diaron dichas placas con 100 
J/m2 o 200 J/m2 de luz UV.
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Rgf1 en fase S temprana que en fase S tardía. 

4.2	 LAS CÉLULAS DEL MUTANTE rgf1Δ 

MUESTRAN UN RETRASO EN LA RECUPERA-

CIÓN TRAS UN BLOQUEO EN REPLICACIÓN

Como hemos visto anteriormente, las célu-

las rgf1Δ son sensibles al tratamiento con HU en 

placa (Figura 47). Nos preguntamos si Rgf1 tiene  

también un papel en la supervivencia a tiempos 

cortos y altas dosis de la droga, como es el caso de 

cds1D, que es muy sensible a HU en estas condi-

ciones (Lindsay et al., 1998). Para ello tratamos cé-

lulas de la cepa silvestre y de los mutantes rgf1D y 

cds1D creciendo en fase logarítmica con 12,5 mM 

HU y, a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 y 8 horas) se 

inocularon en placas sin HU para analizar su viabi-

lidad.

La supervivencia del mutante rgf1Δ es casi 

idéntica a la de la estirpe silvestre, mientras que las 

células cds1D pierden viabilidad rápidamente y no 

sobrevive más del 0,5% después de 6 horas de tra-

tamiento (figura 62). Este resultado sugiere que la 

sensibilidad del mutante rgf1Δ a HU está relacio-

nado con una exposición crónica a la droga, una 

situación donde las células tienen que pasar por 

varios ciclos de replicación en presencia de HU.

Para estudiar este proceso con más detalle, 

a continuación analizamos la progresión del ciclo 

celular en presencia de la droga en el mutante 

rgf1Δ y en la cepa silvestre. Ambas cepas fueron 

tratadas con HU y se tomaron muestras cada 2 ho-

ras en las que se analizó el contenido en DNA me-

diante FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting), 

la morfología de las células y el porcentaje de cé-

lulas con septo durante un periodo de 8 horas. Las 

células de la cepa silvestre y del mutante rgf1Δ se 

alargan y se paran con un contenido de DNA de 

1C tras 4 horas de tratamiento y aparentemente 

son capaces de completar la replicación después 

de 8 horas en HU (figuras 63A y 63C). 

Sin embargo, vimos algunas diferencias en-

tre ambas cepas. Por ejemplo, el índice de septa-

ción disminuye antes en la cepa rgf1Δ que en la 

cepa silvestre y permanece bajo incluso después 

de 6 horas de tratamiento con HU (figura 63D). 

Figura 61: Rgf1 es esencial cuando la re-
plicación está bloqueada. Se inocularon 
diluciones seriadas de los mutantes sim-
ples cdc10-129, cdc22-M45, cdc17-M75 y 
cdc25-22 y de los mutantes dobles cdc10-
129 rgf1Δ, cdc22-M45 rgf1Δ, cdc17-M75 
rgf1Δ y cdc25-22 rgf1Δ en placas de YES 
que se incubaron durante 3 días a 25ºC y 
32ºC.

Figura 62: La cepa mutante rgf1D no pierde viabilidad tras 
un tratamiento con HU. Células de las cepas wt, rgf1D y 
cds1D cultivadas en medio rico a 28ºC hasta alcanzar fase 
logarítmica fueron tratadas con 12,5 mM HU. Se determi-
nó la viabilidad a los tiempos indicados mediante el análi-
sis de la formación de colonias en placas de YES tras 3 días 
a 28ºC. Los valores son la media de dos experimentos.
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Además, las células rgf1Δ son más largas que las 

células de la cepa silvestre durante todo el trata-

miento con HU como se muestra en las figuras 63A 

y 63B. 

Estos resultados indican que las células del 

mutante rgf1Δ son competentes en la activación 

del checkpoint pero se recuperan de la parada en 

replicación de una forma más lenta que la cepa 

silvestre. 

Si un retraso similar ocurriese cada ciclo 

celular durante un periodo de crecimiento de 3-4 

días, las diferencias entre la cepa silvestre y el mu-

tante rgf1Δ aumentarían y podrían ser la causa del 

fenotipo observado en la cepa rgf1Δ en placas con 

HU. En la figura 64 se muestra la morfología de las 

células rgf1Δ y wt in vivo después de 16 horas de 

crecimiento en placas de YES suplementadas con 

HU. Las células rgf1Δ son muy largas y hay pocas 

células con septo comparadas con las de la célula 

silvestre.

También analizamos la progresión del ciclo 

celular durante la recuperación tras una parada en 

la replicación. Para ello, las células del mutante 

rgf1Δ y de la cepa silvestre se bloquearon duran-

te 3 horas con HU, se liberaron en medio fresco 

sin la droga y se tomaron muestras en los tiempos 

indicados en el esquema de la figura 65A. En las 

Figura 63: La cepa rgf1D presenta un fenotipo de retraso en el ciclo celular en presencia de HU. Células wt y rgf1D fueron cul-
tivadas en medio rico a 28ºC y tratadas con 12,5 mM HU. Se tomaron muestras en el momento previo a la adición de la droga 
y posteriormente en intervalos de 2 horas hasta después de 8 horas. (A) Fotografías de contraste interferencial de las células a 
los tiempos indicados. Barra de escala 5 μm. (B) Representación de las medidas de la longitud de las células (n=100 para cada 
tiempo) junto con la media y la desviación estándar. (C) Contenido en DNA analizado por citometría de flujo de las células wt 
y rgf1D a los tiempos indicados. (D) Porcentaje de células wt o rgf1D septando con respecto al número total de células (n>200) 
en cada tiempo, los valores son la media de tres experimentos independientes.
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muestras se analizó la morfología celular, el conte-

nido en DNA y el índice de septación 

Las células del mutante rgf1Δ muestran 

un retraso en el índice de septación (figura 65C). 

Mientras que en la cepa silvestre el primer pico de 

septación aparece una hora después de eliminar la 

HU (T3), este pico se retrasa hasta 3 horas después 

del bloqueo (T5) en el caso de rgf1Δ. Además, en 

el mutante, la proporción de células alargadas es 

muy alta (T3) (figura 65B). Estas células podrían es-

tar paradas por la presencia de DNA dañado o no 

replicado correctamente (figura 65C). 

4.3	 LAS CÉLULAS DEL MUTANTE rgf1Δ PRE-

SENTAN MÁS FOCOS DE DAÑO EN EL DNA 

QUE LAS DE LA CEPA SILVESTRE

Durante la replicación, las células son extre-

madamente vulnerables al daño en el DNA. Esta 

vulnerabilidad se debe no sólo a las propias lesio-

nes en el DNA, sino también a que éstas pueden 

ser un impedimento para completar la replicación 

(Bass et al., 2012). Una forma generalizada de me-

dir la presencia de daño en el DNA es median-

te el análisis del número de focos de la proteína 

Rad22-YFP (Meister et al., 2003). Rad22 se concen-

tra formando focos en los sitios de reparación de 

roturas de doble cadena (DSBs) (Kim et al., 2000) 

Figura 64: Se inocularon diluciones seriadas de las cepas wt y rgf1D en placas de YES y YES suplementado con 7,5 mM HU y 
posteriormente las células fueron fotografiadas a las 16 horas de incubación a 28ºC. Barra de escala 10 μm.

Figura 65: El mutante rgf1D presenta un fenotipo de retraso en la re-entrada al ciclo celular tras un bloqueo en replicación. Cé-
lulas de las cepas wt y rgf1D fueron tratadas 3 horas con 12,5 mM HU, se lavaron tres veces con agua y se incubaron en medio 
fresco durante 4 horas más. (A) Esquema de los tiempos a los que fueron tomadas las muestras. (B) Fotografías de contraste 
interferencial de las células en los momentos indicados. Barra de escala 5 μm. (C) Porcentaje de células wt o rgf1D septando 
con respecto al número total de células (n>200) en cada tiempo, los valores son la media de tres experimentos independientes.
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y es esencial para la reparación de estas roturas 

mediante recombinación homóloga (HR). 

Para determinar si el fenotipo de retraso en 

el ciclo celular que muestra el mutante rgf1Δ se 

debe a su incapacidad para reparar las roturas ge-

neradas durante la replicación en presencia de la 

droga o para prevenir que estas roturas ocurran, 

analizamos la cantidad de focos de Rad22-YFP en 

rgf1D y en la cepa silvestre tanto durante el blo-

queo con HU como durante la recuperación del 

mismo. En ausencia de HU un 11% de la población 

de células de la cepa silvestre muestran un único 

foco de Rad22-YFP que corresponde a sitios de 

reparación post-replicativa (Meister et al., 2003). 

Solamente un 1% de estas células muestran más 

de 1 foco. Sin embargo, en la cepa rgf1D este por-

centaje es cuatro veces mayor (4,24%, figura 66A) 

lo que sugiere que la ausencia de Rgf1 conlleva un 

aumento del daño generado en el DNA de forma 

Figura 66:El mutante rgf1D muestra más focos de Rad22-YFP en presencia de HU que la cepa silvestre. Células de las cepas wt 
y rgf1D con la proteína Rad22 marcada con YFP fueron tratadas 4 horas con 12,5 mM HU, se lavaron tres veces con agua y se 
incubaron en medio fresco. Se fotografiaron las células al microscopio de fluorescencia y se tomaron muestras para citometría 
de flujo antes del tratamiento, cada dos horas en presencia de HU y cada 15 minutos después de los lavados. (A) Porcentaje de 
células wt y rgf1D que muestran más de un foco de Rad22-YFP en presencia de HU a los tiempos indicados. Los datos represen-
tan la media de dos experimentos independientes (n>200). (B) Porcentaje de células wt y rgf1D que muestran más de un foco de 
Rad22-YFP después de eliminar la HU del medio. Los datos representan la media de dos experimentos independientes (n>200). 
(C) Imágenes de células de las cepas wt y rgf1D con la proteína Rad22 marcada con YFP 60 minutos después de eliminar la HU. 
Barra de escala 5 μm. (D) Contenido en DNA analizado por citometría de flujo de las células wt y rgf1D a los tiempos indicados 
después de los lavados.
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espontánea o una disminución en su reparación. 

Cuando las células fueron tratadas con HU 

durante 2 horas, la proporción de células que pre-

sentan más de un foco de Rad22-YFP aumenta 

hasta un 3,08% y un 9,92% en la cepa silvestre y 

en el mutante rgf1Δ respectivamente (figura 66A). 

En la liberación tras un tratamiento con HU, 

en el caso de la cepa silvestre, se produce un pico 

en la aparición de estos focos que alcanza su máxi-

mo a los 30 minutos y después desaparece rápida-

mente (figuras 66B y 66C). Este pico corresponde 

con el final de la replicación, que se completa en-

tre los 30 y los 40 minutos, como se puede obser-

var en el análisis de la cantidad de DNA mediante 

FACS (figura 66D). En las células rgf1Δ los focos 

de Rad22-YFP también aparecen a los 30 minutos 

pero tardan más tiempo en desaparecer (figuras 

66B y 66C), lo que podría ralentizar la terminación 

de la replicación. 

De todas estas observaciones concluimos 

que las células del mutante rgf1Δ se recuperan de 

forma ineficiente tras un bloqueo en replicación 

causando un retraso en el ciclo celular y quizás de-

bido a este retraso, la mayoría de las células so-

brevive a un tratamiento agudo con HU. Por otra 

parte, la sensibilidad del mutante rgf1Δ a una ex-

posición crónica a la droga podría ser el reflejo de 

muchos ciclos en los que la suma de los retrasos 

en cada ciclo se traduciría en una ralentización del 

crecimiento.

4.4	 RELACIÓN DE LA FUNCIÓN DE Rgf1 EN 

CONDICIONES DE ESTRÉS REPLICATIVO CON 

LOS MECANISMOS DE CHECKPOINT

Ya que el mutante rgf1D presenta un feno-

tipo de retraso en el ciclo celular en presencia de 

HU y debido a la importancia de los mecanismos 

de checkpoint en estas condiciones, decidimos 

analizar la relación entre Rgf1 y las quinasas efec-

toras de la respuesta de checkpoint. Para ello, 

construimos los mutantes cds1D rgf1D y chk1D 

rgf1D y comparamos su crecimiento con el de los 

mutantes simples cds1D, chk1D y rgf1D en placas 

de YES suplementadas con HU. 

Como se muestra en la figura 67, el mutan-

te cds1D rgf1D se comporta de forma idéntica al 

mutante simple cds1D, lo que sugiere que ambas 

proteínas podrían formar parte de una misma ruta 

de señalización. Por el contrario, los genes rgf1+ y 

chk1+ sí interaccionan en presencia de HU ya que 

el mutante chk1D rgf1D no crece en placas con 2 

mM HU mientras los mutantes individuales chk1D 

y rgf1D crecen perfectamente en las mismas con-

Figura 67: Sensibilidad a HU de los mutantes dobles rgf1D cds1D y rgf1D chk1D. Se inocularon diluciones seriadas de las cepas 
en estudio en placas de YES y YES suplementado con HU 1 mM, 1,5 mM y 2 mM. Las placas se incubaron a 28ºC durante 4 días.
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diciones. 

Para determinar la naturaleza de esta inte-

racción y saber si el retraso observado en el mu-

tante rgf1D en presencia de HU se debía a la pre-

sencia de Chk1, analizamos la progresión del ciclo 

celular del mutante chk1D rgf1D en las mismas 

condiciones. La deleción del gen chk1+ rescata el 

fenotipo de retraso en el ciclo celular y el alarga-

miento de las células rgf1D en presencia de HU (fi-

gura 68). Este resultado sugiere que Chk1 juega un 

papel en la parada de checkpoint en células rgf1D 

y que el retraso en el ciclo celular podría conferir 

tolerancia a la droga al mutante rgf1D, ya que el 

mutante chk1D rgf1D -cuyo ciclo celular progresa 

de forma similar a la cepa silvestre- es más sensible 

Figura 68: La deleción de chk1+ rescata el fenotipo de retra-
so en el ciclo celular en presencia de HU del mutante rgf1D. 
Células de la cepa wt y de los mutantes chk1D, rgf1D y chk1D 
rgf1D fueron cultivadas en medio rico a 28ºC y tratadas con 
12,5 mM HU. Se tomaron muestras en intervalos de 2 horas 
hasta después de 8 horas. (A) Fotografías de contraste interfe-
rencial de las células a los tiempos indicados. Barra de escala 
5 μm. (B) Porcentaje de células de cada cepa septando con 
respecto al número total de células (n>200) en cada tiempo.

Figura 69 El mutante rgf1D 
no presenta activación de 
la proteína Chk1. (A) Células 
de las cepas wt y rgf1D con 
la proteína Chk1 marcada 
con HA fueron tratadas con 
12,5 mM HU, se tomaron 
muestras para obtener ex-
tractos de proteína en inter-
valos de 2 h hasta después 
de 6 h. La actividad de Chk1 
se determió por la presen-
cia de una banda de fosfo-
rilación en experimentos de 
Western blot. (B) Células de 
las cepas wt y rgf1D con la 
proteína Chk1 marcada con 
HA fueron tratadas 3 horas 
con 12,5 mM HU, se lava-
ron 3 veces y se incubaron 
en medio fresco durante 4 
h más. Se tomaron muestras 
a los tiempos indicados en 
el esquema y se analizó por 
Western blot la presencia la 
forma fosforilada de la pro-
teína Chk1-HA.
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a HU que el mutante rgf1D. 

Sin embargo, cuando analizamos la activa-

ción de Chk1 por fosforilación, que se detecta por  

un cambio de movilidad de Chk1-HA en Western 

blot (Walworth y Bernards, 1996), no observamos  

diferencias entre la cepa silvestre y el mutante 

rgf1D (figura 69). En las células de la cepa silvestre, 

se observa claramente la banda que corresponde 

con Chk1 fosforilada al tratar las células con MMS 

pero no tras un tratamiento con HU (figura 69A). 

Sin embargo, sí se detecta una pequeña activa-

ción 1 hora después de eliminar la droga, pero 

esto ocurre tanto en la cepa silvestre como en el 

mutante rgf1D (T3, figura 69). Estos datos podrían 

indicar que la presencia de daño en el DNA en 

las células rgf1D no supera un umbral determinado 

para la activación de Chk1, o que la activación de 

Chk1 es pequeña y no es posible detectarla con la 

técnica utilizada.

Tanto Cds1 como Chk1 evitan la entrada en 

mitosis mediante una fosforilación inhibitoria de 

la fosfatasa Cdc25 (Furnari et al., 1999). Sin em-

bargo, los niveles de la proteína Cdc25 aumentan 

drásticamente cuando el checkpoint de bloqueo 

en replicación está activo. 

Es posible que esta acumulación tenga 

como objetivo asegurar que la entrada en mitosis 

sea rápida una vez que haya cesado la actividad 

del checkpoint (Kovelman y Russell, 1996). Ya que 

el mutante rgf1D muestra un retraso en esta en-

trada en mitosis después de un bloqueo en repli-

cación, decidimos comparar los niveles de Cdc25-

HA presentes en la cepa silvestre con los de la 

cepa rgf1D en presencia de HU. 

La cantidad de Cdc25 es sensiblemente 

menor en las células rgf1D que en las de la cepa 

silvestre, no solo en presencia de HU sino también 

en ausencia de tratamiento (figura 70). Este he-

cho podría explicar el retraso en el ciclo celular en 

presencia de HU y tras la liberación del bloqueo 

que sufre el mutante. Sin embargo, está aún sin 

determinar el mecanismo por el cual sucede esta 

disminución de Cdc25 en rgf1D y si podría actuar 

evitando la entrada en mitosis mientras no se re-

suelva daño o no se corrija el retraso que se produ-

ce en este mutante en presencia de HU o incluso 

en ausencia de la droga.

Figura 70: El mutante rgf1D pre-
senta unos niveles de Cdc25 me-
nores que los del wt. Células de 
las cepas wt y rgf1D con Cdc25 
marcada con HA fueron tratadas 
con 12,5 mM HU. Se tomaron 
muestras para obtener extractos 
de proteína en intervalos de 2 h 
hasta después de 8 h. La canti-
dad de Cdc25-HA se determinó 
por Western-blot utilizando anti-
cuerpos anti-HA. La tubulina fue 
utilizada como control de carga.
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	 CAPÍTULO 5. 

Caracterización de un posible papel de Rgf1 durante la segregación cromosómica
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5.1	 Rgf1-GFP SE LOCALIZA EN EL SPINDLE 

POLE BODY 

A lo largo de este trabajo hemos observado 

que algunas de las proteínas Rgf1-GFP mutadas 

se localizan en uno o dos puntos discretos adya-

centes al núcleo que podrían ser el SPB y también 

a veces marcando el huso mitótico. Esto se ve cla-

ramente en los mutantes del dominio DEP, rgf1-

DEPD y rgf1-FPTP, y en el mutante rgf1(*NES1) 

(figura 71A). 

Este tipo de localización también aparece 

en algunos casos en la proteína silvestre Rgf1-GFP, 

pero es mucho más tenue que en los mutantes 

rgf1-DEPD y rgf1(*NES1), y a veces difícil de de-

tectar por lo que no es raro que haya pasado des-

apercibida (Figura 71B). En prometafase/metafase, 

Rgf1-GFP se localiza en dos puntos que parecen el 

SPB (célula 1). Después de la entrada en anafase, 

la proteína permanece asociada a esos dos pun-

tos, que posteriormente se separaran, y al mismo 

tiempo aparece en la zona de división celular (cé-

lulas 2 y 3). Por último, cuando termina la mitosis 

y empieza la citocinesis, Rgf1 prácticamente des-

aparece del SPB y se localiza de forma intensa en 

el septo de división (célula 4). 

Para confirmar que Rgf1-GFP se localiza en 

el SPB, analizamos la localización de Rgf1-GFP jun-

to con la proteína mCherry-Atb2 (a-tubulina 2) que 

marca los microtúbulos. La señal de fluorescencia 

de Rgf1-GFP en “lo que podría ser” el SPB es muy 

tenue, lo que hace imposible seguir su dinámi-

ca in vivo mediante experimentos de time lapse. 

Sin embargo, sí podemos afirmar que en aquellas 

células en las que Rgf1-GFP aparece como dos 

puntos cercanos al núcleo, estos dos puntos están 

siempre en los extremos del huso mitótico (figura 

72A).

También hemos realizado experimentos de 

co-localización de Rgf1-GFP y Mis6-mCherry, una 

proteína que forma parte del cinetocoro interno 

Figura 71: Posi-
ble localización 
de Rgf1-GFP en el 
SPB. (A) Localiza-
ción de Rgf1-GFP 
en los mutantes 
rgf1-DEP∆, rgf1-
FPTP y rgf1(*NES1). 
(B) Localización de 
Rgf1-GFP silvestre. 
Las flechas rojas se-
ñalan células en las 
que Rgf1 se localiza 
en lo que podría ser 
el SPB.
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(figura 72B). En el panel superior se muestra una 

célula en anafase, y vemos que las dos señales de 

fluorescencia, verde y roja, no colocalizan sino que 

se encuentran adyacentes. Mis6-mCherry está en 

la parte más interna de la envuelta nuclear que co-

rrespondería con el cinetocoro y Rgf1-GFP en la 

parte externa que correspondería con el SPB. En el 

panel inferior se muestra una célula en metafase, 

donde Rgf1-GFP aparece claramente como dos 

puntos en zonas opuestas de la envuelta nuclear 

mientras que los cinetocoros se encuentran alinea-

dos en el interior del núcleo. En resumen, estos 

datos sugieren que Rgf1 se localiza en el SPB y no 

en el cinetocoro.

La siguiente pregunta es cuándo se localiza 

Rgf1 en el SPB, y para esto no tenemos una re-

puesta clara. Rgf1-GFP aparece en el SPB única-

mente en células en mitosis, desde metafase hasta 

anafase tardía-telofase. Sin embargo, no podemos 

descartar que Rgf1-GFP se localice en el SPB tam-

bién durante interfase en una cantidad no detecta-

ble por microscopía.

 

5.2	 EL MUTANTE rgf1Δ PRESENTA DEFEC-

TOS EN EL PROCESO DE SEGREGACIÓN CRO-

MOSÓMICA

Ya que Rgf1-GFP se localiza en el SPB en 

mitosis, decidimos investigar si Rgf1 podría tener 

algún papel durante la segregación cromosómica. 

Para ello, en primer lugar analizamos la sensibili-

dad del mutante rgf1D a agentes despolimerizan-

tes de microtúbulos como el tiabendazol (TBZ) o 

el metilbenzimidazol-2-ilcarbamato (MBC). La sen-

sibilidad a estos compuestos es una característica 

de los mutantes en componentes de la maquinaria 

responsable de la segregación de cromosomas. 

Como se muestra en la figura 73, las células 

del mutante rgf1D no crecen en placa en presencia 

de MBC (3,5 µg/ml) y TBZ (12,5 µg/ml) mientras 

Figura 72: Rgf1-
GFP se localiza en 
el SPB. (A) Micro-
grafías de fluores-
cencia de células 
con el gen rgf1+ 
marcado con GFP 
y el gen atb2+, que 
codifica la a-tubuli-
na 2, marcado con 
m-Cherry. (B) Imá-
genes de células 
que expresan rgf1+ 
marcado con GFP 
y el gen mis6+, que 
codifica una proteí-
na que forma parte 
del cinetocoro in-
terno, con m-Che-
rry. Barra de escala 
5 μm.

Figura 73: El mutante rgf1D es 
hipersensible a MBC y a TBZ. 
Se inocularon diluciones seria-
das de la cepa silvestre y de los 
mutantes rgf1D y rgf1-PTTR en 
placas de YES, YES suplemen-
tado con 3,5 µg/ml MBC y YES 
suplementado con 12,5 µg/ml 
TBZ.
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que las células de la cepa silvestre crecen en estas 

condiciones. Además, la sensibilidad a MBC y TBZ 

depende de la actividad intercambiadora de nu-

cleótidos de Rgf1 ya que el mutante en el dominio 

catalítico de la proteína, rgf1-PTTR, se comporta 

como el mutante de deleción rgf1D (figura 73). 

Por otro lado, cds1D no muestra sensibili-

dad a agentes despolimerizantes de microtúbulos 

(no mostrado), lo que podría indicar que la sensi-

bilidad que presentan las células que carecen de 

Rgf1 a estos agentes es independiente de su rela-

ción con el checkpoint de replicación. 

Curiosamente, cuando analizamos el creci-

miento en placas de MBC de los mutantes rgf1-

N1D, rgf1-N2D, rgf1-DEPD, rgf1-FPTP rgf1-PHD, 

y los dos mutantes en el dominio CNH de Rgf1, 

vimos que los mutantes en el extremo amino y en 

el extremo carboxilo se comportan como la estirpe 

silvestre (figura 74), lo que supone una novedad, 

puesto que el extremo CNH es necesario para 

las funciones de Rgf1 en integridad y polaridad 

y también para la tolerancia a HU. Sin embargo, 

parece ser menos importante para el crecimiento 

en presencia de agentes despolimerizantes de mi-

crotúbulos. Por otra parte, los dominios DEP, DH 

y PH, es decir, la parte central de la proteína, son 

necesarios para la supervivencia en placas de MBC 

y por lo tanto para la posible función de Rgf1 du-

rante la segregación de cromosomas.

En S. pombe se pueden identificar mutantes 

con defectos en segregación cromosómica me-

diante un ensayo de pérdida del minicromosoma 

artificial Ch16 y para ello se utiliza una cepa que 

además de los 3 cromosomas regulares lleva este 

minicromosoma (Niwa et al., 1989). El minicromo-

soma Ch16 es un derivado del cromosoma III de 

530 kb que porta el alelo ade6-M216 que comple-

menta al alelo ade6-M210 presente en el geno-

ma de la cepa que lo porta. Si el minicromosoma 

se pierde, se formarán colonias rojas en lugar de 

blancas en placas con baja concentración de ade-

nina (Allshire et al., 1995). 

Para realizar este ensayo en el mutante 

rgf1D, construimos una cepa ade6-M210 que lle-

vaba el minicromosoma Ch16 y la deleción del 

gen rgf1+ y comparamos la tasa de pérdida por 

división con la de la cepa silvestre. En la figura 75 

se muestra que las células del mutante rgf1D pier-

den el minicromosoma con una frecuencia que es 

aproximadamente el triple que en el caso de las 

células de la cepa silvestre. Si bien este aumento 

no es tan grande como el de los mutantes en com-

Figura 74: Se inocularon diluciones seriadas de la es-
tirpe silvestre, el mutante rgf1D y las distintas cepas 
mutantes tal y como se indica en la figura, en placas 
de YES como control y YES suplementado con MBC 
4 µg/ml.
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ponentes de la maquinaria de segregación cromo-

sómica como mis6-302 (Takahashi et al., 1994) o 

mal3-1 (Beinhauer et al., 1997), en los que la tasa 

de pérdida del minicromosoma aumenta en varios 

órdenes de magnitud, sí se trata de un aumento 

significativo, indicando que el defecto en segre-

gación que presenta el mutante rgf1D no es muy 

severo.

5.3	 EL MUTANTE rgf1Δ INTERACCIONA GE-

NÉTICAMENTE CON MUTANTES EN GENES IM-

PLICADOS EN LA CONEXIÓN MICROTÚBULO-

CINETOCORO

En el laboratorio se había realizado una bús-

queda de interacciones genéticas entre el mutante 

rgf1D y la colección Bioneer de deleciones haploi-

des de S. pombe (el escrutinio fue realizado por 

E. Manjón en colaboración con P. Pérez). Entre los 

numerosos mutantes cuya combinación con rgf1D 

producía defectos en el crecimiento que no apa-

recen en las cepas parentales, se encontraron al-

gunos mutantes en genes que codifican proteínas 

relacionadas con la segregación de cromosomas y 

con la dinámica de microtúbulos. 

En primer lugar, repetimos los cruces de 

rgf1D con los mutantes identificados en el escruti-

nio uno por uno y además incluimos en el estudio 

nuevos mutantes de genes implicados en este pro-

ceso. A continuación, comparamos el fenotipo de 

todos los mutantes dobles construidos con el de 

los mutantes simples. Los resultados se recogen en 

la tabla II, dónde se describe el crecimiento de los 

mutantes dobles, tanto en medio rico a diferentes 

temperaturas como en medio rico suplementado 

con TBZ, comparado con el crecimiento del mu-

tante simple que crece peor en cada condición. 

Existe una interacción negativa fuerte entre 

rgf1D y el mutante alp14D y, aunque no de una 

forma tan severa, rgf1D también interacciona ne-

gativamente con los mutantes dis1D, ndc80-21, 

dam1D y otros genes que codifican proteínas del 

complejo DASH. En la figura 76A se muestra el 

crecimiento de las células de los mutantes dobles 

alp14D rgf1D, dis1D rgf1D, ndc80-21 rgf1D y da-

m1D rgf1D comparado con el crecimiento de las 

células de la cepa silvestre y de los mutantes sim-

ples en medio rico a diferentes temperaturas. 

Todos estos genes con los que rgf1+ interac-

ciona negativamente codifican proteínas implica-

das en la interacción física de los microtúbulos del 

huso con los cinetocoros. Alp14 y Dis1 pertenecen 

a la familia TOG/XMAP215 y actúan como polime-

rasas de microtúbulos en los extremos positivos 

acelerando su ensamblaje (Al-Bassam et al., 2012). 

Ndc80 pertenece a un complejo de 4 proteínas 

que se encuentran en el cinetocoro externo e inte-

racciona directamente con los microtúbulos. En S. 

pombe Ndc80 interacciona con los microtúbulos 

a través de las MAPs Dis1 y Alp14 (Hsu y Toda, 

2011; Tang et al., 2013) mientras que en S. cere-

Figura 75: El mutante rgf1D presenta una tasa de pérdida 
de minicromosoma mayor que la cepa silvestre. Se cultiva-
ron en medio mínimo sin adenina células de la cepa silves-
tre y rgf1D que contenían el minicromosoma Ch16 hasta 
alcanzar fase logarítmica, en ese momento se inocularon 
en medio rico sin presión selectiva y 8 horas después se 
sembraron en placas de YE suplementadas con 225 mg/l 
de leucina, uracilo, histidina y lisina y con 33,75 mg/l de 
adenina. La tasa de pérdida del minicromosoma se calculó 
con la siguente fórmula: Tasa de pérdida=1-(F/I)1/N. Siendo 
F el % de colonias rojas a tiempo inicial, I el % de colonias 
rojas a tiempo final y N el número de divisiones celulares 
ocurridas entre F e I. * p<0,01 vs wt.
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visiae se une al complejo DASH (Lampert et al., 

2010; Lampert et al., 2013; Tien et al., 2010). En 

ambos casos se refuerza la unión entre los micro-

túbulos del huso y el cinetocoro y la precisión en la 

segregación de los cromosomas.

Ya que hemos encontrado relación entre el 

gen rgf1+ y los genes alp14+, dis1+ ndc80+ y dam1+ 

nos preguntamos si la sobreexpresión de rgf1+ po-

dría rescatar el fenotipo termosensible de los mu-

tantes ndc80-21 y alp14D o el fenotipo de sensibi-

lidad a bajas temperaturas de los mutantes dis1D 

y dam1D. Para ello, transformamos estos mutantes 

con el plásmido multicopia pAL-rgf1+ -en el que el 

gen se expresa bajo el control de su propio pro-

motor- o con el plásmido pAL vacío y analizamos 

la capacidad de los transformantes de crecer en 

placas de medio mínimo sin leucina a diferentes 

temperaturas. 

La sobreexpresión moderada de rgf1+ su-

prime la termosensibilidad en el mutante alp14D 

  YES YES + TBZ
         5 μg/ml 10 μg/ml

  22º 25º 28º 32º 35º 37º 25º 28º 25º 28º

Spindle 
Assembly 

Checkpoint

rgf1Δ mad1Δ - - ± ± ± ± -- - --- --
rgf1Δ mad2Δ - - ± ± ± ± - -- -- --
rgf1Δ mad3Δ ± ± ± ± ± ± - ± - -
rgf1Δ bub3Δ - - - ± ± ± -- -- - -

Complejo 
DASH

rgf1Δ dam1Δ --- --- -- - ± ± -- -- - --
rgf1Δ duo1Δ --- -- - - - - -- - -- --
rgf1Δ dad1Δ - - - ± ± ± -- - ± ±
rgf1Δ dad2Δ - ± ± ± ± - ± ± ± -
rgf1Δ dad3Δ --- -- - - - - -- - -- --
rgf1Δ dad5Δ - - ± ± ± - - - -- --

Complejo KMN rgf1Δ ndc80-21 --- --- -- --- ± ± -- -- --- ---

MAPs
rgf1Δ alp14Δ --- --- --- -- --- --- --- --- --- ---
rgf1Δ dis1Δ --- --- -- ± ± ± --- -- -- --

Proteínas 
estructurales de 

microtúbulos

rgf1Δ tub1Δ - ± ± ± ± - -- --- - -
rgf1Δ mto1Δ - - ± ± ± - - - - --
rgf1Δ pby1Δ ± ± ± ± ± ± ± ± - -

Kinesinas
rgf1Δ klp5Δ ± ± ± ± ± ± - - ± ±
rgf1Δ klp6Δ ± ± ± ± ± ± - - ± ±

Quinasas y 
Fosfatasas

rgf1Δ flp1Δ ± ± ± ± ± ± ± ± - --
rgf1Δ dis2Δ - ± ± ± ± ± - ± ± ±
rgf1Δ fin1Δ ± ± ± ± ± ± ± ± - ±

Cromatina 
centrómero

rgf1Δ sgo1Δ ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±
rgf1Δ sgo2Δ ± ± ± ± ± ± ± ± - -
rgf1Δ swi6Δ ± ± ± ± ± ± - - - -

Tabla II: Mutantes dobles construidos y su crecimiento con respecto a los simples tanto en medio rico a diferentes temperaturas 
como en medio rico suplementado con TBZ. Los mutantes marcados en color azul son los identificados en el escrutinio. ± indica 
que no existe interacción, - indica interacción genética leve, -- indica interacción intermedia y --- indica interacción fuerte.
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(figura 76B), mientras que en el resto de mutantes, 

las células transformadas con el plásmido pALrgf1+ 

crecen de forma idéntica a las transformadas con 

el plásmido vacío en todas las temperaturas estu-

diadas (no mostrado). Estos resultados son muy 

recientes y en el futuro nos gustaría estudiar con 

más detalle estas interacciones, por ejemplo ver 

si se agrava y cómo se agrava el fenotipo de estos 

mutantes dobles rgf1D alp14D, rgf1D dis1D, rgf1D 

ndc80-21 y rgf1D dam1D con respecto a los mu-

tantes simples.

En conjunto, estos resultados sugieren una 

posible función de Rgf1 en la interacción cinetoco-

ro-microtúbulo. 

5.4	 LA PROTEÍNA Rgf1 ES NECESARIA PARA 

EL CORRECTO AGRUPAMIENTO CENTROMÉRI-

CO

En S. pombe, los centrómeros están agrupa-

dos cerca del SPB en interfase, lo que se conoce 

como configuración Rabl. Esta configuración faci-

lita la eficiencia de la captura de los cinetocoros 

por parte de los microtúbulos así como el estable-

cimiento de la bi-orientación de los cromosomas 

durante metafase (Franco et al., 2007; Hou et al., 

2013). Para examinar la interacción cinetocoro-mi-

crotúbulo en el mutante rgf1D, obtuvimos cepas 

wt y rgf1D, con marcadores fluorescentes para po-

der seguir la dinámica de los centrómeros y el SPB 

Figura 76: (A) Crecimiento de los dobles mutantes rgf1D alp14D, rgf1D dis1D, rgf1D ndc80-21 y rgf1D dam1D a distintas tempe-
raturas. Se inocularon diluciones seriadas de las cepas en estudio en placas de YES y se incubaron durante 3 días a 25ºC, 28ºC, 
32ºC y 35ºC. (B) La sobreexpresión moderada del gen rgf1+ rescata la termosensibilidad del mutante alp14D. Se inocularon 
diluciones seriadas de la cepa alp14D transformada con el plásmido multicopia pAL o con el plásmido pALrgf1+ en placas de 
medio mínimo sin leucina y se incubaron a 28ºC y a 37ºC durante 4 días.
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al mismo tiempo. Como marcador de centrómero 

utilizamos la variante de la histona H3 específica 

de centrómero, Cnp1, marcada con GFP (Taka-

hashi et al., 2000) y para detectar el SPB utilizamos 

la proteína Sid4-RFP (Chang y Gould, 2000).

En la figura 77, en los paneles de la izquier-

da, vemos que en la cepa silvestre, Cnp1 y Sid4 

colocalizan en un solo punto en las células en in-

terfase. Sin embargo, en el caso de rgf1D, en algu-

nas células aparecen varios puntos de Cnp1-GFP y 

uno solo de Sid4-RFP, lo que indicaría la presencia 

los centrómeros desagrupados en interfase. En la 

figura 77A (panel derecho) se ha cuantificado el 

porcentaje de células con los centrómeros des-

agrupados y los valores mostrados son la media 

de 3 experimentos en los que se contaron más de 

200 células de cada estirpe. En el mutante rgf1D el 

12% de las células presentan los centrómeros des-

agrupados en interfase mientras que en la cepa 

silvestre solo hay un 2% de las células con este 

defecto (el 98% de las células mantiene la confi-

guración Rabl).

En células de mamífero se ha descrito que 

Ect2, un GEF de RhoA, está implicado en el man-

tenimiento de las moléculas de CENP-A (la varian-

te de la hitona H3 homóloga a Cnp1) incorporadas 

de novo en la cromatina del centrómero (Lagana 

et al., 2010). Para descartar la posibilidad de que 

Cnp1-GFP no se uniera bien a la cromatina del 

centrómero en el mutante rgf1D, realizamos una in-

munoprecipitación de cromatina (ChIP). Utilizamos 

un anticuerpo anti-GFP y realizamos PCR cuanti-

tativa (qPCR) con oligonucleótidos que anillan en 

las regiones del centrómero cnt e imr para medir 

su asociación con Cnp1, tanto en las cepa silvestre 

como en el mutante rgf1D (la ChIP se llevó a cabo 

en el laboratorio de P. Antequera con la ayuda de 

A. García). La cantidad de Cnp1-GFP en la región 

Figura 77: Un 12% de las células del mutante rgf1D 
presentan centrómeros desagrupados. (A) Se toma-
ron fotografías al microscopio de células de la cepa 
silvestre y del mutante rgf1D con el gen cnp1+ mar-
cado con GFP y el gen sid4+ marcado con RFP. Las 
flechas blancas indican centrómeros desagrupados. 
Barra de escala 5 μm. A la derecha se representa el 
% de centrómeros desagrupados en ambas cepas, 
se muestra la media de tres experimentos indepen-
dientes junto con la desviación estándar. n>200 
células para cada experimento. * p<0,01 vs wt. (B) 
Detalle de células rgf1D con centrómeros desagru-
pados en mitosis.
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cnt es similar en ambas cepas (no mostrado), lo 

que sugiere que la estructura del centrómero se 

mantiene íntegra en rgf1D y que los puntos adicio-

nales de Cnp1-GFP que vemos por microscopía en 

nuestro mutante corresponden con centrómeros y 

no con localizaciones aberrantes de Cnp1.

5.5	 EL SPINDLE ASEMBLY CHECKPOINT RE-

TRASA EL INICIO DE LA ANAFASE EN AUSEN-

CIA DE rgf1+

Los defectos en la unión cinetocoro-micro-

túbulo son reconocidos por el spindle assembly 

checkpoint. En su estado activo, el SAC retrasa el 

comienzo de la anafase hasta que todos los cro-

mosomas están bi-orientados correctamente y se 

puede asegurar la segregación del material genéti-

co (Musacchio y Salmon, 2007). Es posible analizar 

si una cepa mutante sufre un retraso en la entrada 

en anafase mediante el estudio de la localización 

de la ciclina Cdc13-GFP. El complejo Cdc2/Cdc13 

(Cdk/ciclina B) se une a los SPB durante prometa-

fase y metafase y es degradado por el complejo 

APC/C para dar comienzo a la anafase (Tatebe et 

al., 2001). Así, las células en las que Cdc13-GFP 

se localiza en ambos SPB se encuentran en pro-

metafase/metafase y, por lo tanto, los mutantes 

con retraso en la entrada en anafase presentan un 

Figura 78: El mutante rgf1D tiene un retraso en la transición metafase-anafase debido a la activación del SAC. (A)  Células de la 
cepa silvestre y del mutante rgf1D con el gen cdc13+ marcado con GFP fueron fotografiadas al microscopio. Las flechas rojas se-
ñalan células en prometafase/metafase ya que presentan Cdc13-GFP en el SPB duplicado. Barra de escala 5 μm. A la derecha se 
representa el porcentaje de estas células en las cepas silvestre, rgf1D y mad3D rgf1D, se muestra la media de tres experimentos 
independientes junto con la desviación estándar. n>200 células para cada experimento. * p<0,01 vs wt. (B) Se tomaron fotogra-
fías al microscopio de células de la cepa silvestre y del mutante rgf1D que expresan Bub1-GFP. La flecha roja indica una célula 
con el SAC activo, ya que Bub1 se encuentra localizada en los cinetocoros. En el panel de la derecha se muestra representado 
el porcentaje de estas células en las cepas wt y rgf1D, se muestra la media de tres experimentos independientes junto con la 
desviación estándar. n>200 células para cada experimento. # p<0,05 vs wt.
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número mayor de estas células (Sanchez-Perez et 

al., 2005).

Para analizar la entrada en anafase en el mu-

tante rgf1D, medimos el porcentaje de células que 

presentan Cdc13-GFP localizada en el SPB dupli-

cado, tanto en la cepa silvestre como en el mu-

tante rgf1D. El mutante rgf1D presenta un porcen-

taje mayor de células con Cdc13-GFP en ambos 

SPB que la cepa silvestre (10,07% con respecto a 

5,94%), lo que indica que las células rgf1D tienen 

un retraso en el inicio de la anafase. Los valores se 

representan en la figura 78A y corresponden con 

la media de 3 experimentos en los que se contaron 

más de 200 células de cada estirpe. 

Para evaluar si este retraso se debe a la 

activación del SAC, analizamos el porcentaje de 

células que presentan Cdc13-GFP localizada en 

ambos SPB en el mutante doble mad3D rgf1D. En 

ausencia de Mad3 no se forma el complejo Mad2-

Mad3-Cdc20, responsable de la inhibición del 

APC/C, por lo que el que el SAC no es funcional 

(Millband y Hardwick, 2002). Como se muestra en 

la figura 78A, la deleción de mad3+ en el mutante 

rgf1D restablece los niveles de Cdc13-GFP locali-

zada en ambos SPB a valores similares a los de la 

cepa silvestre, sugiriendo que el retraso en el inicio 

de la anafase que sufre el mutante rgf1D depende 

de la actividad del SAC. 

La actividad del SAC también se puede me-

dir determinando el porcentaje de células en las 

que la proteína Bub1-GFP se localiza en los cineto-

coros en un cultivo asincrónico (Hou et al., 2012). 

Nosotros hemos realizado este contaje en la cepa 

silvestre y en el mutante rgf1D y hemos visto que 

el mutante rgf1D presenta un 5,84% de células 

con Bub1 en los cinetocoros comparado con un 

2,83% en el caso de la cepa silvestre (figura 78B). 

Estos valores son la media de 3 experimentos y la 

diferencia entre ambas cepas es estadísticamente 

significativa.

En conjunto, todos estos datos indican que 

las células del mutante rgf1D presentan un retraso 

en la entrada en anafase debido a la activación del 

SAC. Posiblemente, la activación prolongada del 

SAC en el mutante rgf1D esté causada por la cap-

tura ineficiente de los cinetocoros por parte de los 

microtúbulos durante la prometafase debida a la 

presencia de centrómeros desagrupados.

Otra posibilidad es que los posibles defec-

tos en las interacciones cinetocoro-microtúbulo 

del mutante rgf1D, además de activar el SAC, sean 

el origen de la presencia de centrómeros desagru-

pados.
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Rgf1 es el principal activador de Rho1 en 

la levadura S. pombe y desempeña una función 

esencial junto a Rgf2 durante el crecimiento ve-

getativo. La cepa rgf1D rgf2D es inviable (Mutoh 

et al., 2005) y la sobreexpresión de rgf2+ suprime 

totalmente el fenotipo de hipersensibilidad a cas-

pofungina del mutante rgf1D (García et al., 2009b). 

Rho1 actúa como un núcleo central donde se inte-

gran diferentes señales, es una proteína esencial 

para la viabilidad celular y hasta hace muy poco 

no se habían descrito mutantes condicionales, ne-

cesarios para estudiar su papel en la señalización 

(Viana et al., 2013). De hecho, la mayor parte de lo 

que sabemos sobre su función se debe al estudio 

de sus reguladores GEFs y GAPs. 

Nuestro trabajo en S. pombe y el de muchos 

otros grupos, ha demostrado que cada GEF regula 

a la GTPasa en un momento determinado del ciclo 

y dependiendo del momento y del lugar, podría 

inducir una respuesta diferente. Por ejemplo en S. 

cerevisiae sabemos que los GEFs de Rho1, Rom2 

y Tus1 no son intercambiables funcionalmente y 

activan diferentes rutas efectoras de Rho1 (Krause 

et al., 2012). En células humanas hay 70 proteínas 

con un dominio Rho-GEF de las cuales 28 son ac-

tivadores de RhoA, en S. pombe hay 8 proteínas 

con dominio Rho-GEF y 3 de ellas son activadores 

de Rho1 y en S. cerevisiae también se han descrito 

3 Rho-GEFs como activadores de Rho1. Este exce-

so de activadores podría reflejar el papel especí-

fico de cada Rho-GEF para controlar los distintos 

mecanismos de señalización que contribuyen a la 

activación de la GTPasa. 

En células humanas las Rho-GTPasas contro-

lan la organización del citoesqueleto, que es un 

aspecto importante en la migración y en la proli-

feración celular, por lo que no es de extrañar que 

algunos Rho-GEFs se encuentren mutados o se 

expresen de forma aberrante en diferentes tipos 

de cáncer (Cook et al., 2013; Lazer y Katzav, 2011).

Las GTPasas de la familia Rho son proteínas 

conservadas, sabemos que RhoA de humanos y 

Rho1 de S. pombe suprimen el fenotipo termosen-

sible de un mutante rho1 de S. cerevisiae, esto nos 

anima a pensar que el conocimiento y la mecanís-

tica desarrollada en S. pombe puede ser extrapo-

lable a organismos superiores.

1.	 CARACTERIZACIÓN DE LOS DOMINIOS 

DE Rgf1

Nuestro objetivo es estudiar el papel de 

Rgf1 durante el crecimiento polarizado, específica-

mente en la transición de crecimiento monopolar 

a crecimiento bipolar conocida como NETO. Para 

ello, nos propusimos estudiar la relación de Rgf1 

con quinasas y fosfatasas con una función conoci-

da en NETO y también caracterizar motivos y do-

minios importantes en su localización subcelular y 

su función.

Los experimentos relacionados con el pri-

mer punto no han sido recogidos en la memoria. 

Nuestra estrategia consistió en sobreexpresar el 

gen rgf1+ bajo el promotor nmt 3X, que es letal 

en un fondo genético silvestre, en mutantes de la 

quinasas orb2-34, pom1D, kin1D, mkh1D y ssp1D, 

todos ellos con defectos en NETO. Nosotros pen-

samos que si la función de Rgf1 dependiera de 

su fosforilación, la letalidad producida por la so-

breexpresión de rgf1+ en un plásmido podría ser 

suprimida, al menos parcialmente, en alguno de 

los mutantes de las quinasas mencionadas. Tam-

bién hicimos el mismo experimento en los mutan-

tes de las fosfatasas Flp1, Dis2, Ppa1 y Ppa2, pero 

no obtuvimos ningún resultado concluyente ni en 

un caso ni en otro. 
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Los estudios de estructura-función recogi-

dos en esta memoria indican que el extremo C’-

terminal de Rgf1, que comprende los dominios PH 

y CNH, es esencial para la función de la proteína 

en la integridad y en la polaridad celular. Anterior-

mente habíamos demostrado que el dominio cata-

lítico (Rho-GEF o DH) de Rgf1 también es esencial 

(García et al., 2006a).

Los mutantes en el dominio PH presentan 

los mismos defectos que el mutante rgf1Δ, son 

monopolares, sensibles a caspofungina y presen-

tan fenotipo vic.  Este resultado no es extraño si te-

nemos en cuenta que el dominio PH puede tener 

un efecto alostérico o modulador sobre el dominio 

DH y que en muchos casos la actividad intercam-

biadora de nucleótidos de un GEF recae sobre el 

módulo DH-PH (Schmidt y Hall, 2002a; Viaud et 

al., 2012). Curiosamente, la proteína que tiene una 

deleción en el dominio PH se localiza exclusiva-

mente en el polo viejo. Estos resultados sugieren, 

1) que los mecanismos de los que depende la lo-

calización de Rgf1 en cada uno de los polos son 

diferentes, y 2) que la presencia de Rgf1 en el polo 

viejo no depende de la contribución del dominio 

PH a la actividad catalítica de Rgf1 sobre Rho1 ni 

de su posible función como nexo de unión a los 

lípidos de la membrana.

Sabemos que el dominio CNH es esencial 

para la función de Rgf1 tanto desde el punto de 

vista de la integridad celular como de la polaridad 

pero no sabemos por qué. Este dominio fue des-

crito por primera vez en la proteína quinasa Citron, 

que es un efector de las GTPasas Rho y Rac (Ma-

daule et al., 1995) y está presente en el extremo 

carboxilo de algunas quinasas como NIK y TNIK 

que participan en la activación de la quinasa Jun 

(JNK) (Fu et al., 1999; Su et al., 1997). Este domi-

nio podría regular la actividad quinasa y también 

media la unión a las formas activas de Rho y Rac. 

En levaduras aparece en los GEFs de S. cerevisiae 

Rom1 y Rom2 (Bickle et al., 1998; Ozaki et al., 

1996) y en Rgf1, Rgf2 y Rgf3 de S. pombe (García 

et al., 2009b; García et al., 2006a).

El dominio CNH forma parte de la superfa-

milia de propulsores-b o hélices-b que presentan 

estructuras en forma de disco, las cuales se ensam-

blan en torno a un canal central (Chen et al., 2011). 

Esta característica les permite unirse a ligandos 

y reconocer superficies y también podrían actuar 

como “organizadores de complejos multimolecu-

lares”. Debido a estas propiedades, el dominio 

CNH de Rgf1 podría estar mediando su asociación 

a otras proteínas necesaria para su función o inclu-

so su unión a la GTPasa Rho1.

Las proteínas Rgf1-CNH1∆-GFP y Rgf1-

CNH2∆-GFP se localizan en el polo viejo, mientras 

que en el polo nuevo sólo hay una cantidad muy 

pequeña. Este patrón de localización podría expli-

car el crecimiento monopolar de las cepas mutan-

tes pero, igual que en el caso del dominio PH, no 

sabemos si el defecto en la localización es debido 

a un defecto en la función o viceversa. 

Quizás el resultado más importante de es-

tos experimentos fue que la proteína Rgf1 mutada 

en el dominio DEP (Dishevelled, Egl-10 and Pleck-

strin) se acumulaba en el núcleo. Posteriormente 

vimos que este dominio se encuentra muy cerca 

de una NLS canónica y que esto no es un artefacto 

puesto que hemos demostrado que la proteína se 

acumula en el núcleo en respuesta a HU. 

Los dominios DEP son dominios de aproxi-

madamente 100 aa, constan de un núcleo de tres 

a-hélices y una horquilla de un número variable de 

hojas-b y están muy conservados tanto a nivel de 
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estructura como a nivel de secuencia. Sin embar-

go, a pesar de su similitud, los dominios DEP de 

diferentes proteínas muestran una interfaz diferen-

te que les permite unirse con distintos ligandos, 

lípidos de membrana u otros dominios dentro de 

la misma proteína y, por tanto, desempeñar fun-

ciones variadas principalmente en la regulación de 

la transducción de señales (Consonni et al., 2014). 

Nosotros hemos analizado el efecto de la 

deleción del dominio DEP o de una mutación pun-

tual en la hélice a1 en la localización y en la fun-

ción de Rgf1 y en ambos casos el resultado es casi 

idéntico. Es posible que la inserción de dos proli-

nas -que son aminoácidos muy rígidos- en medio 

de una hélice-a desorganice la estructura de todo 

el dominio y por eso la mutación puntual en el do-

minio DEP (FPTP) se comporta de forma similar a 

su deleción. La ausencia del dominio DEP de Rgf1 

no produce ningún fenotipo aparente; sin embar-

go, estas mutaciones han desenmascarado nuevos 

puntos de regulación de la localización subcelular 

de la proteína y fueron la primera pista para co-

menzar a estudiar la relación entre Rgf1 y el estrés 

replicativo. 

La deleción del extremo N’-terminal de la 

proteína, tampoco tiene repercusiones graves en 

la función de Rgf1. Las células de los mutantes 

rgf1-N1Δ y rgf1-N2Δ no se lisan, no son sensibles 

a caspofungina y tampoco son monopolares. Sin 

embargo, tal y como ocurre en muchos GEFs, la 

región N’-terminal podría tener un papel regulador 

ya que contiene numerosos sitios de fosforilación 

consenso para varias quinasas y regiones ricas en 

prolinas o PRMs que están descritas como ligan-

dos para los dominios SH3 y median interacciones 

proteína-proteína (Ball et al., 2005). El análisis de 

la localización de las proteínas Rgf1-N1Δ-GFP y 

Rgf1-N2Δ-GFP y del fragmento Rgf1-N302 indican 

que esta región podría ser necesaria para que la 

proteína se mantenga anclada a los extremos de 

la célula, evitando que se disperse lateralmente 

por la membrana plasmática (figura 31). También 

puede tener un papel auto-inhibitorio ya que la 

sobreexpresión del gen rgf1+ sin su extremo N’-

terminal es más deletéreo que la sobreexpresión 

del gen silvestre (figura 29).

Varias líneas de evidencia sugieren que la 

región N’-terminal tiene un papel fundamental 

en la localización subcelular de Rgf1: 1) Una dele-

ción del dominio DEP o una mutación puntual que 

desorganiza su estructura induce la relocalización 

de la proteína en el núcleo; 2) Rgf1 lleva una se-

cuencia NLS funcional muy cerca del dominio DEP 

que dirige el transporte del extremo N’-terminal 

al núcleo. La mutación de esta secuencia provoca 

que un fragmento del extremo N’-terminal de Rgf1 

fusionado a la GFP, Rgf1-N302-535-GFP, pase de 

localizarse en el núcleo a hacerlo en el citoplasma; 

3) La localización nuclear constitutiva de la proteí-

na Rgf1-DEPΔ-GFP es abolida cuando mutamos la 

NLS.

2.	 Rgf1 SE ACUMULA EN EL NÚCLEO EN 

PRESENCIA DE HU

Estas observaciones sugieren que la dele-

ción del dominio DEP podría llevar a una desorga-

nización de la estructura del extremo N’-terminal 

que dejara expuesta la NLS y nos llevaron a pen-

sar que en condiciones normales la NLS de Rgf1 

puede estar enmascarada y por eso la proteína 

está excluida del núcleo. Por ello analizamos la 

localización de la proteína silvestre Rgf1-GFP en 

presencia de distintos tipos de estrés y vimos que 

en presencia de HU la proteína se re-localiza en el 

núcleo, probablemente a través del mismo tipo de 

re-organización producida al manipular el dominio 
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DEP.

Este cambio en la localización es específico 

del estrés replicativo causado por la HU y del daño 

en el DNA producido por el agente alquilante 

MMS (no mostrado), pero no se produce en pre-

sencia de otros tipos de estrés como heat-shock, 

estrés osmótico o el estrés nutricional que desen-

cadena la conjugación. Además, es característico 

de Rgf1 entre los GEFs descritos para Rho1 en S. 

pombe puesto que ni Rgf2-GFP ni Rgf3-GFP se 

acumulan en el núcleo en presencia de HU (figuras 

34 y 36). 

Los cambios en la localización de Rgf1 en 

respuesta a la activación del checkpoint de replica-

ción no han sido descritos en ninguna de las pro-

teínas Rho-GEF caracterizadas hasta la fecha. En 

S. cerevisiae Rom2 y Tus1 son los homólogos más 

cercanos a Rgf1 y activan selectivamente diferen-

tes efectores a través de Rho1 (Kono et al., 2008; 

Krause et al., 2012; Yoshida et al., 2009). Rom2 se 

localiza en la superficie de la yema y en el cuello 

en citocinesis mientras que Tus1 únicamente se lo-

caliza en el cuello. Sería interesante saber si alguna 

de estas dos proteínas es retenida en el núcleo en 

presencia de estrés replicativo.

También nos preguntamos si la acumulación 

de Rgf1 en el núcleo durante el estrés replicativo 

tiene un propósito. Para responder a esta pregun-

ta, analizamos la capacidad del mutante rgf1D para 

crecer en presencia de distintos tipos de agentes 

que causan daño en el DNA y vimos que las cé-

lulas del mutante nulo no crecen en HU y camp-

totecina pero sí lo hacen en presencia de MMS y 

tras ser irradiadas con luz UV, mientras que la cepa 

silvestre crece en todas las condiciones ensayadas. 

Además, la capacidad de Rgf1 para promo-

ver la tolerancia a HU depende de su actividad ca-

talítica y de sus dominios PH y CNH. Los mutantes 

rgf1-PTTR, rgf1-PHD, rgf1-CNH1D y rgf1-CNH2D, 

son sensibles a la droga mientras que los mutan-

tes en extremo N’-terminal o en el dominio DEP 

crecen de forma similar a la cepa silvestre (figura 

48). Este patrón es casi idéntico al obtenido cuan-

do estudiábamos la contribución de los distintos 

dominios a las funciones de integridad y polaridad 

celular, por lo que es probable que la proteína fun-

cione de forma parecida en el núcleo y en los po-

los celulares.

Rgf1 desaparece del núcleo en cuanto se 

elimina la droga del medio, lo que sugiere la exis-

tencia de un mecanismo “estímulo-respuesta” que 

relacione la acumulación de Rgf1-GFP en el núcleo 

y la presencia de HU. Después del tratamiento con 

HU, la salida del núcleo de Rgf1 está mediada por 

dos secuencias de exporte nuclear, NES1, NES2 y 

por la exportina Crm1, encargada del exporte de 

proteínas con elementos NES; la contribución de 

cada uno de estos motivos es muy desigual sien-

do mayoritaria la de NES1 aunque no podemos 

descartar que hay otras secuencias que también 

participen en este proceso. 

En los mutantes rgf1(*NES1)-GFP y crm1-

809, que tienen bloqueada la salida por diferen-

te motivo, hay un alto porcentaje de células con 

Rgf1-GFP en el núcleo en ausencia de HU, esto 

junto con el hecho de que la proteína silvestre 

también se acumula en el núcleo en presencia de 

LMB, sugiere que Rgf1 podría entrar y salir del nú-

cleo en ausencia de estrés pero sólo la podemos 

detectar cuando bloqueamos la salida de este 

compartimento. También es posible que Rgf1 pue-

da tener una función en el núcleo en ausencia de 

estrés y que esta función que en condiciones nor-

males pasa desapercibida se convierte en esencial 

en condiciones de estrés replicativo.
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3.	 ¿CÓMO SE REGULA EL TRANSPORTE 

NUCLEO-CITOPLÁSMICO DE Rgf1?

Además de los elementos en cis de la propia 

secuencia de Rgf1, su acumulación en el núcleo 

en respuesta a HU depende de Rad24, que per-

tenece a la familia de proteínas 14-3-3 y de Cds1, 

la quinasa efectora del checkpoint de bloqueo en 

replicación. Sabemos que en ausencia de Rad24 

o Cds1, Rgf1-GFP no se acumula en el núcleo en 

respuesta a HU. Sin embargo, si bloqueamos el ex-

porte nuclear de forma exógena utilizando LMB, la 

proteína se acumula en el núcleo en los mutantes 

rad24D y cds1D. Esto demuestra que su entrada es 

independiente de Rad24 y de Cds1 y que ambas 

proteínas probablemente actúan regulando la acu-

mulación de Rgf1 en el núcleo mediante la inhibi-

ción de su salida de este compartimento. 

Los miembros de la familia de proteínas 14-

3-3 presentan funciones celulares muy variadas, 

pero casi siempre interaccionan con proteínas fos-

foriladas, estabilizándolas, modificando su confor-

mación o su localización (Reinhardt y Yaffe, 2013; 

van Heusden y Steensma, 2006). Existen varios 

ejemplos de Rho-GEFs regulados por proteínas 

14-3-3 en células de mamífero. En algunos casos, 

la unión al adaptador 14-3-3 activa una ruta, por 

ejemplo, la localización de Tiam1 en los complejos 

integrina depende de 14-3-3z, donde media la ac-

tivación de Rac1 e induce la motilidad (O’Toole et 

al., 2011). En otros, tiene un efecto inhibidor; por 

ejemplo, la unión a proteínas 14-3-3 inhibe la acti-

vidad GEF de Syx, un GEF de RhoA que se localiza 

en las uniones intercelulares y las estabiliza (Ngok 

et al., 2013). 

Nuestros resultados sugieren que Rad24 in-

teracciona con Rgf1 y podría enmascarar sus mo-

tivos NES impidiendo su salida del núcleo. Se ha 

descrito un mecanismo similar para la localización 

nuclear de Chk1 en respuesta a daño en el DNA. 

En este caso, la interacción entre Rad24 y Chk1 

provoca una reducción de la asociación de Chk1 

con Crm1 y en consecuencia su acumulación en el 

núcleo (Dunaway et al., 2005). 

La localización nuclear de Rgf1 en respuesta 

a HU depende de que el checkpoint de replica-

ción esté activo. En primer lugar, existe un meca-

nismo “estímulo-respuesta”, Rgf1 se acumula en 

el núcleo en presencia de la droga y desaparece 

al desaparecer el estímulo; En segundo lugar, este 

cambio de localización no se produce en mutantes 

de las quinasas sensora y efectora del checkpoint, 

rad3D y cds1D, respectivamente.  

Entre los efectores del checkpoint se en-

cuentran reguladores del ciclo celular y un gran 

número de enzimas encargadas de remodelar y 

reparar el DNA. Nuestros datos sugieren que Rgf1 

podría ser uno de esos efectores. Es posible que 

Rgf1 sea sustrato de fosforilación de Cds1, puesto 

que la mutación de al menos 6 de los 9 posibles 

sitios de fosforilación por Cds1 (RXXS) de Rgf1 im-

pide la acumulación de la proteína en el núcleo en 

presencia de HU. 

La mutación de estos sitios no afecta a la ac-

tividad catalítica de la proteína -el mutante rgf1-6A 

no es sensible a Csp- y sin embargo sí afecta a su 

función nuclear -el mutante rgf1-6A es sensible a 

HU-. Además, como era de esperar y como ocurre 

en el mutante cds1D, el defecto en la acumulación 

de la proteína en el núcleo en los mutantes fos-

fodeficientes rgf1-9A-GFP y rgf1-6A-GFP se debe 

a un fallo en la inhibición de su exporte nuclear 

y no en la entrada al núcleo. Estos resultados re-

lacionan directamente la presencia de Rgf1 en el 

núcleo con su función en este compartimento. 
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También hemos visto que Rgf1 interacciona con 

Cds1 en experimentos de co-precipitación y que 

la sobreexpresión del gen cds1+ bajo el control del 

promotor nmt1, produce una banda de Rgf1 que 

migra de forma retrasada en geles de poliacrilami-

da y que podría ser de fosforilación.

Estos datos sitúan a Rgf1 como un efector 

de Cds1, pero se trata de un caso especial por-

que en respuesta a estrés replicativo, Rgf1 parece 

desempeñar una función aparentemente diferente 

de su papel habitual en morfogénesis. En primer 

lugar, vimos que en los mutantes rgf1-9A y rgf1-6A 

el porcentaje de células monopolares es similar al 

del la cepa silvestre, tanto en presencia como en 

ausencia de HU (no mostrado). En segundo lugar, 

la actividad de Cds1 no es la causa del defecto 

en NETO del mutante rgf1D puesto que las células 

cds1D rgf1D muestran los mismos defectos en po-

laridad que el mutante simple rgf1D (no mostrado). 

En resumen, nuestros datos indican que Cds1 no 

actúa sobre Rgf1 para regular NETO como en el 

caso de la calcineurina (Kume et al., 2011), aun-

que todavía se sabe muy poco de la relación entre 

Cds1 y NETO.

El sitio de unión consenso para las proteínas 

14-3-3 es R-S-X-pS/pT o R-X-X-X-pS/pT (dónde pS 

y pT son residuos de serina o treonina fosforilados 

y X cualquier aminoácido) (Reinhardt y Yaffe, 2013; 

Yaffe et al., 1997). En el caso de Rgf1, la mutación 

de los 9 sitios RXXS a RXXA elimina por comple-

to su interacción con Rad24 lo que sugiere que la 

fosforilación de Cds1 en alguno de los sitios RXXS 

podría activar un sitio de unión para Rad24. 

Sin embargo, nosotros hemos visto que 

Rgf1 y Rad24 interaccionan independientemente 

de la presencia o ausencia de Cds1 y también lo 

hacen tanto en presencia como en ausencia de es-

trés replicativo. Esto indica que la regulación de 

Rgf1 a través de Rad24 no se limita únicamente 

a condiciones de estrés replicativo y en segundo 

lugar que debe existir otra/s quinasa/s diferente/s 

de Cds1 responsable de la fosforilación de los si-

tios RXXS de Rgf1 para activar sitios de unión a 

Rad24. La presencia de otra posible quinasa que 

fosforile a Rgf1 en otras condiciones diferentes 

también podría explicar por qué no hemos en-

contrado diferencias en la migración de la proteí-

na Rgf1-GFP proveniente de extractos de células 

tratadas con HU o sin tratar, ni de los obtenidos 

de células con un fondo genético silvestre o cds1D 

incluso en geles de Phos-TagTM.

Los motivos RXXS también son sitios con-

senso de fosforilación para las NDR quinasas (Mah 

et al., 2005), como las quinasas efectoras de las 

rutas SIN y MOR de S. pombe, Sid2 y Orb6 res-

pectivamente. Por ejemplo, Sid2, mantiene a la 

fosfatasa Flp1 en el citoplasma al final de la mito-

sis fosforilando a Flp1 directamente en los sitios 

RXXS y creando sitios de unión a la proteína Rad24 

(Chen et al., 2008). En relación con este trabajo, en 

experimentos de espectrometría de masas a gran 

escala, se purificaron complejos precipitados con 

Rad24-TAP en células con la ruta SIN constitutiva-

mente activa y en células con la ruta SIN constituti-

vamente inactiva y se seleccionaron fosfopéptidos 

que únicamente aparecían unidos a Rad24-TAP 

cuando la ruta estaba activa. Entre estos fosfopép-

tidos se identificaron tres de los nueve sitios RXXS 

de Rgf1 (Gupta et al., 2013), por lo que Rgf1 po-

dría ser un buen candidato para la regulación por 

Sid2/Rad24. 

En este sentido, sabemos que Rgf1 desapa-

rece de los polos en células que sobreexpresan 

rad24+ y su localización pasa a ser mayoritariamen-

te citoplasmática (no mostrado), esto sugiere que 
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Rad24 podría estar participando en la extracción 

de Rgf1 de la membrana plasmática en colabora-

ción con alguna de estas quinasas.

Con los datos obtenidos, hemos propuesto 

un modelo que se muestra en la figura 79. En con-

diciones normales, Rgf1 entra en el núcleo tran-

sitoriamente, y una vez dentro, los motivos NES 

quedarían expuestos y serían reconocidos por 

Crm1 facilitando su salida. Sin embargo, cuando la 

replicación está bloqueada y el checkpoint de re-

plicación activo, la fosforilación de Rgf1 por Cds1 

en alguno de los sitios RXXS crearía sitios de unión 

para Rad24. La unión de Rad24 a Rgf1 escondería 

los motivos NES, que en estas condiciones ya no 

podrían ser reconocidos por Crm1 manteniendo 

la proteína en el núcleo. Cuando el checkpoint se 

desactiva la proteína ya no es retenida por Cds1/

Rad24 y sale del núcleo. 

4.	 ¿CUÁL ES LA FUNCIÓN DE Rgf1 EN EL 

NÚCLEO CUANDO SE ACTIVA EL CHECKPOINT 

DE REPLICACIÓN?

Como muchos de los mutantes en genes 

que participan en el checkpoint, las células del 

mutante rgf1D son sensibles a HU. Sin embargo, a 

diferencia de estos mutantes, -que no responden 

y, por lo tanto, no paran el ciclo- las células del 

mutante rgf1D ralentizan el ciclo celular en presen-

cia de la droga. Nos preguntamos entonces qué 

podría causar la sensibilidad a HU en el mutante 

nulo y nuestras reflexiones y especulaciones se re-

sumen a continuación.

Las células rgf1D muestran un retraso en la 

re-entrada al ciclo celular tanto en presencia de HU 

como tras retirar la droga del medio. Donde mejor 

se observa este retraso es en la primera ronda de 

septación tras la liberación del bloqueo con HU (fi-

gura 65C). La sensibilidad del mutante rgf1D fren-

te a un tratamiento crónico con HU podría ser la 

consecuencia de múltiples rondas de re-entrada 

ineficiente. Además, este fenotipo  también ex-

plica por qué después de un tratamiento agudo 

con la droga no vemos pérdida de viabilidad de 

las células. En este caso la única diferencia entre 

el silvestre y el mutante nulo esta en la recupera-

ción después de una única ronda de replicación 

lo que apenas contabiliza después de múltiples 

generaciones en ausencia de la droga, que es 

como se determina la viabilidad. 

Sin embargo, seguimos sin saber cual es la 

Figura 79: Posible mecanismo para la acumulación de Rgf1 en el núcleo en condiciones de estrés replicativo.
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causa de la “poco” eficiente recuperación tras un 

bloqueo en la replicación en el mutante rgf1. Una 

posibilidad es que la presencia de focos de daño 

en el DNA (Rad22-YFP) en el mutante rgf1D podría 

activar la rama del checkpoint de Chk1. El porcen-

taje de células con más de un foco de Rad22-YFP 

es mayor en el mutante rgf1D que en la cepa sil-

vestre tanto en presencia como en ausencia de HU 

y los focos de Rad22 persisten durante más tiempo 

tras la liberación de un bloqueo con HU (figura 66).

Rad22 (scRad52) es una proteína que parti-

cipa en la reparación de DSBs por recombinación 

homóloga (HR) promoviendo el intercambio de 

RPA por Rhp51(scRad51) en los extremos protube-

rantes de ssDNA generados tras la resección de 

los DSBs para generar un filamento nucleoproteico 

que invadirá el dsDNA de la cromátida hermana 

para formar la estructura conocida como “D-loop” 

(Kim et al., 2000). La presencia de proteínas de la 

maquinaria de recombinación durante la replica-

ción se debe a la reparación de horquillas que se 

han roto o colapsado por no estar correctamente 

estabilizadas (Noguchi et al., 2003). Así, la presen-

cia de un mayor número de células con más de 

un foco de Rad22-YFP en el mutante rgf1D podría 

deberse bien a un defecto en la estabilización de 

las horquillas de replicación durante el tratamiento 

con HU, o bien a defectos en la reparación de hor-

quillas colapsadas que causarían una acumulación 

de intermediarios de recombinación no resueltos 

marcados con Rad22-YFP.

A favor de esta hipótesis está el hecho de 

que la deleción de chk1+ en el mutante rgf1D su-

prime su retraso en el ciclo celular en presencia 

de HU y que el mutante doble chk1D rgf1D es más 

sensible a HU que el mutante rgf1D. Sin embargo, 

no hemos sido capaces de detectar activación de 

Chk1 en el mutante rgf1D, ni en presencia de HU 

ni tras la liberación del bloqueo en replicación. Por 

otro lado, recientemente se ha descrito en diferen-

tes organismos que la maquinaria de HR tiene un 

papel en la estabilización de las horquillas y en el 

reinicio de la replicación tras un bloqueo en zonas 

“difíciles de replicar” como las barreras de replica-

ción o las zonas con alta tasa de transcripción. Cu-

riosamente, en estos casos, la presencia de roturas 

en el DNA no es un requisito para que la maqui-

naria de HR se localice en las horquillas de replica-

ción (Carr y Lambert, 2013; Lambert et al., 2010). 

Esto indica que no en todos los casos Rad22-YFP 

está marcando sitios de daño en el DNA y por lo 

tanto, no siempre la presencia de la maquinaria de 

HR está acompañada de una activación del chec-

kpoint (Bass et al., 2012). 

Sin embargo, si el mutante rgf1D no muestra 

activación de Chk1 tras la liberación del bloqueo 

en replicación, el retraso en el ciclo celular que ob-

servamos tendría que explicarse de otra manera 

diferente. Una posibilidad sería la regulación de 

los niveles de Cdc25, que como hemos visto son 

más bajos en rgf1D (figura 70). 

5.	 ¿CUÁL ES LA RELACIÓN ENTRE LA FUN-

CIÓN DE Rgf1 EN EL NÚCLEO Y Rho1?

Se han descrito pocos Rho-GEFs que se lo-

calicen en el núcleo de la célula, y en la mayoría de 

los casos, esta localización se interpretó como una 

forma de mantener el GEF alejado de su GTPa-

sa correspondiente para mantenerla inactiva. En 

células de mamífero, al menos dos GEFs especí-

ficos de RhoA (la proteína homóloga de Rho1 de 

S. pombe), Net1 y Ect2, se localizan en el núcleo 

durante la mayor parte del ciclo celular. En el caso 

de Net1, la relocalización de la proteína desde el 

núcleo al citoplasma mediante deleción de su NLS 

lleva a la activación de RhoA y a la formación de 
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fibras de estrés (Schmidt y Hall, 2002b). Ect2 se lo-

caliza en el núcleo en células en interfase, pero tras 

la ruptura de la envuelta nuclear durante la mitosis 

es liberada al citoplasma para activar la contrac-

ción del anillo de actomiosina a través de RhoA 

(Chalamalasetty et al., 2006; Wolfe et al., 2009). 

Sin embargo, recientemente se ha propues-

to un papel activo en el núcleo tanto para Net1 

como para Ect2. Net1 activa a RhoA en el núcleo 

en respuesta a radiación ionizante (Dubash et al., 

2011) mientras que Ect2 regula el mantenimiento 

epigenético del centrómero mediante la estabili-

zación de la histona CENP-A incorporada de novo 

(Lagana et al., 2010). 

En el caso de Rgf1, nosotros hemos demos-

trado que su acumulación en el núcleo en presen-

cia de HU no impide su transporte a los polos. 

Además, la cantidad de Rho1 activo no disminuye 

en presencia de estrés replicativo, lo que sugiere 

que Rgf1 juega un papel activo en el núcleo en 

estas condiciones y que su acumulación en este 

compartimento no es un mecanismo para inhibir a 

Rho1 en los polos de la célula. Al contrario, pare-

ce que la función nuclear de Rgf1 está relacionada 

con la activación de Rho1 ya que tanto el mutante 

en el dominio DH de Rgf1 que tiene un defecto 

importante en la actividad GEF hacia Rho1, rgf1-

PTTR, como una cepa termosensible que porta un 

alelo hipomórfico de la GTPasa Rho1, rho1-596, 

son sensibles a HU. En este sentido, hemos visto 

que una versión de la proteína Rho1 no prenilable, 

GFP-Rho1-Stop, se localiza en el núcleo (figura 59).

Varios estudios en células de mamífero han 

descrito la presencia en el núcleo tanto de las 

GTPasas de la familia Rho como de sus efectores, 

como es el caso de RhoA y sus dianas mejor cono-

cidas, las quinasas ROCK I y ROCK II (Bhowmick 

et al., 2003; Dubash et al., 2011; Rajakyla y Var-

tiainen, 2014; Tanaka et al., 2006). También se han 

encontrado en el núcleo numerosas proteínas de 

unión a actina que son efectores conocidos de las 

GTPasas de la familia Rho (Rajakyla y Vartiainen, 

2014). 

En los últimos años se ha descubierto que 

la actina nuclear juega un papel muy importante 

en la regulación de la transcripción así como en el 

remodelamiento de la cromatina y en la reparación 

de DSBs (Andrin et al., 2012; Treisman, 2013). Sin 

embargo se desconoce cómo está regulada la acti-

na en el núcleo y no sería raro que las GTPasas de 

la familia Rho regulasen la polimerización de actina 

en el núcleo al igual que lo hacen en el citoplasma 

(Rajakyla y Vartiainen, 2014). 

Recientemente se ha descrito que el estrés 

replicativo causado por HU induce el incremento 

de los niveles de actina nuclear en células de ma-

mífero (Johnson et al., 2013), este dato sugiere una 

posible función para la actina nuclear durante el 

estrés replicativo y nos lleva a pensar que en nues-

tro sistema, Rgf1 y Rho1 podrían promover la tole-

rancia al estrés replicativo mediante la regulación 

de la actina nuclear. También sería interesante es-

tudiar si Rgf1/Rho1 tienen otras dianas desconoci-

das en el núcleo, por ejemplo proteínas implicadas 

en la estabilidad de las horquillas, la progresión de 

la replicación, el remodelamiento de la cromatina 

o la reparación de horquillas colapsadas.

6.	 PAPEL DE Rgf1 EN LA SEGREGACIÓN 

CROMOSÓMICA

Gracias al estudio de las versiones mutadas 

de Rgf1 también hemos descubierto que la pro-

teína se localiza en el cuerpo polar del huso (SPB). 

En el SPB de S. pombe se localizan proteínas con 
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funciones muy variadas como la organización del 

citoesqueleto de microtúbulos, el control de la en-

trada en mitosis o la regulación de la contracción 

del anillo de actomiosina (Johnson et al., 2012; 

Meadows y Millar, 2013; Sawin y Tran, 2006).

Hemos recopilado una serie de datos que 

indican que el mutante rgf1D presenta defectos 

en el mecanismo de segregación cromosómica: 1) 

las células rgf1D son hipersensibles a agentes des-

polimerizantes de microtúbulos, una característica 

muy habitual en los mutantes en genes implicados 

en este proceso; 2) el mutante rgf1D muestra una 

tasa de pérdida del minicromosoma artificial Ch16 

por división significativamente mayor que la de la 

cepa silvestre; 3) hemos detectado en nuestro mu-

tante un defecto en la disposición de los centró-

meros junto al SPB durante la interfase y 4) hemos 

demostrado que las células del mutante rgf1D pre-

sentan un retraso en la entrada en anafase debido 

a la activación del SAC.

Estos fallos durante la segregación cromo-

sómica del mutante rgf1D podrían estar causados 

por la ausencia de Rgf1 en el núcleo; por ejemplo, 

si su función en el núcleo estuviese relacionada 

con la topología del DNA o con el silenciamiento 

de la cromatina, o si las células rgf1D llegasen a 

mitosis con el DNA dañado o mal replicado. Sin 

embargo, la presencia de la proteína en el SPB y 

no en el centrómero y, sobre todo, las fuertes in-

teracciones genéticas de rgf1D con mutantes en 

genes que codifican proteínas implicadas en la in-

teracción física cinetocoro-microtúbulo y muy rela-

cionadas con los microtúbulos (como Alp14, Dis1 

y las proteínas del complejo DASH) nos inclinan 

a pensar que Rgf1 participa de alguna manera en 

esta interacción cinetocoro-microtúbulo y/o en el 

control del citoesqueleto de microtúbulos.

Curiosamente, la participación de los dife-

rentes dominios de Rgf1 en la supervivencia en 

presencia de agentes despolimerizantes de micro-

túbulos presenta un patrón diferente al de la apor-

tación de los dominios a la integridad celular y la 

polaridad o a la función nuclear de Rgf1. Los mu-

tantes en los dominios DEP, DH y PH, es decir, la 

parte central de la proteína presentan sensibilidad 

a MBC, mientras que los mutantes en los extremos 

de la proteína, tanto en el N’-terminal como en el 

dominio CNH, crecen de forma parecida a la cepa 

silvestre. 

En este sentido, en la zona central de la 

proteína Rgf1 hemos encontrado un motivo SXIP 

(dónde S es serina, I isoleucina  P prolina y X cual-

quier aminoácido). Este motivo es específicamen-

te reconocido por el dominio EBH (EB Homology) 

de las proteínas EB, como Mal3 en el caso de S. 

pombe, y está presente en muchas proteínas aso-

ciadas al extremo (+) de los microtúbulos (Buey et 

al., 2012). Sería interesante mutar este motivo en 

el gen rgf1+ y determinar si tiene algún papel en 

el crecimiento en MBC. También sería interesante 

ver si Rgf1 se asocia a los microtúbulos a través de 

este motivo, como lo hace la proteína GEF Rho-

GEF2 de Drosophila melanogaster (Rogers et al., 

2004). Aunque en este momento es muy especu-

lativo, si Rgf1 fuera una nueva proteína +TIP, esto 

podría explicar las interacciones genéticas que he-

mos encontrado con alp14+.

El gen ROM2, homólogo de rgf1+ en S. ce-

revisiae, fue aislado en un escrutinio de supresores 

multicopia del mutante cik1D y también suprime 

el crecimiento termosensible del mutante kar3D 

(Manning et al., 1997). La kinesina Kar3 y su pareja 

de interacción Cik1 están implicadas en la interac-

ción entre los cinetocoros y los microtúbulos (Jin et 

al., 2012), y el mutante rom2D es sensible a beno-

milo, un agente despolimerizante de microtúbulos 



DISCUSIÓN

115

(Manning et al., 1997). Estos datos sugieren que 

el papel de Rgf1 en el control de los microtúbulos 

y/o la segregación de los cromosomas están con-

servados en su homólogo Rom2 de S. cerevisiae.

En el caso de células de mamífero, se ha 

descrito la implicación de varios factores Rho-GEF 

en el proceso de la segregación cromosómica. 

Por ejemplo, Ect2 controla la actividad de Cdc42 

durante prometafase para regular el anclaje cine-

tocoro-microtúbulo (Oceguera-Yanez et al., 2005), 

GEF-H1/Lfc afecta el ensamblaje del cinetocoro 

mediante la regulación de RhoA en algunos tipos 

celulares (Bakal et al., 2005) y ARHGEF10 controla 

la duplicación del centrosoma activando a RhoA 

(Aoki et al., 2009). 

Recientemente, se ha descrito que el ho-

mólogo de Rgf1 en células de mamífero, Net1, es 

necesario para el alineamiento de los cromosomas 

durante metafase y para la generación de unio-

nes cinetocoro-microtúbulo estables, por lo que 

la inhibición de la expresión de Net1 resulta en la 

activación del SAC. Sin embargo, estas funciones 

de Net1 son independientes de su actividad inter-

cambiadora de nucleótidos (Menon et al., 2013). 

Nuestros datos indican que la función de 

Net1 en la generación de uniones cinetocoro-

microtúbulo estables podría estar conservada en 

Rgf1 pero, en este caso, la actividad intercam-

biadora de nucleótidos sí es importante para su 

función, lo que hace muy interesante estudiar la 

participación de Rho1 en este proceso.

El objetivo inicial al comienzo de este tra-

bajo era comprender los mecanismos por los que 

Rgf1 regulaba la transición de crecimiento mono-

polar a crecimiento bipolar conocida como NETO. 

Esta transición tiene lugar mediante la acción coor-

dinada de los citoesqueletos de microtúbulos y de 

actina. Quizás nos encontramos de nuevo en el 

punto de partida y solo conociendo la naturale-

za de la interacción de Rgf1 con los microtúbulos 

seremos capaces de explicar el defecto en NETO 

que muestran las células del mutante rgf1D. 
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1) Hemos descrito una nueva función de Rgf1 en el núcleo de la levadura S. pombe. Rgf1 entra 

transitoriamente en el núcleo de la célula en un ciclo normal y se acumula en el núcleo en condiciones de 

estrés replicativo causado por HU. 

2) Rgf1 participa en la tolerancia a HU y es necesaria para la recuperación tras un bloqueo en repli-

cación. 

3) La regulación del transporte nucleo-citoplásmico de Rgf1 depende de una secuencia de localiza-

ción nuclear en el extremo amino-terminal y dos secuencias de exporte nuclear en el extremo carboxilo-

terminal.

4) El extremo C’-terminal de la proteína Rgf1, que comprende los dominios PH y CNH, es esencial 

para la función de la proteína en la integridad celular, en la polaridad y en la tolerancia estrés replicativo y 

también participa en el anclaje de la proteína en el polo nuevo. El extremo N’-terminal de Rgf1 tiene una 

función reguladora. 

5) La acumulación en el núcleo de Rgf1 en presencia de estrés replicativo está regulada por el chec

kpoint de bloqueo en replicación y por la proteína 14-3-3 Rad24. Cds1 y Rad24 promueven la acumu

lación de Rgf1 en el núcleo mediante la inhibición de su exporte nuclear, posiblemente mediado por la 

fosforilación de Rgf1 y su unión posterior a Rad24. 

6) Rgf1 se localiza en el SPB y su ausencia provoca defectos en el proceso de segregación cro-

mosómica posiblemente relacionados con la interacción cinetocoro-microtúbulo que activan el Spindle 

Assembly Checkpoint.
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1.	 MICROORGANISMOS UTILIZADOS

El presente trabajo se ha realizado principal-

mente con la levadura de fisión Schizosaccharomy-

ces pombe. Para la realización de los experimentos 

de doble híbrido se ha utilizado la cepa de Saccha-

romyces cerevisiae AH109. Tanto las cepas de S. 

pombe como las cepas de S. cerevisiae se conser-

van en glicerol al 15% a -78ºC. Para los trabajos de 

clonación molecular se utilizaron las estirpes DH5a 

y CJ236 de Escherichia coli. Las cepas de E. coli 

se conservan a -78ºC en glicerol al 50%. Todas las 

cepas utilizadas se recogen en la Tabla III (Anexo 

I), donde se detalla su procedencia y su genotipo.

2.	 MEDIOS DE CULTIVO

2.1	 Medios de Cultivo para S. pombe 

Los medios de cultivo utilizados para el cre-

cimiento y mantenimiento de S. pombe son los 

descritos por (Moreno et al., 1991): Medio rico 

(YES), medio mínimo (EMM o MM) y medio de es-

porulación (MEA), la composición de estos medios 

se describe en el Anexo II. 

Los medios sólidos se prepararon añadien-

do agar a una concentración final del 2%. Todos 

los medios fueron preparados con agua destilada 

(Milli-Rho) y esterilizados en el autoclave.

La selección de cepas resistentes a antibió-

ticos se realizó añadiendo a los medios de cultivo 

sulfato de geneticina (G-418) a una concentración 

final de 100 μg/ml, clonNat a una concentración 

50 μg/ml o higromicina B a una concentración de 

50 μg/ml a partir de soluciones stock esterilizadas 

por filtración que se detallan en la Tabla V (Anexo 

II), después de la esterilización en el autoclave.

Para el cultivo de cepas auxótrofas, se aña-

dieron al medio mínimo los suplementos necesa-

rios (adenina, leucina, uracilo, histidina y/o lisina)  

a partir de soluciones concentradas y esterilizadas 

previamente en el autoclave y para la selección y/o 

cultivo de estirpes transformadas con plásmidos, 

se eliminó del medio el/los suplementos corres-

pondientes.

La represión de los genes controlados por el 

promotor nmt se realizó añadiendo tiamina al MM 

a una concentración final de 20 µg/ml. Para indu-

cir la expresión de los genes regulados por este 

promotor las células se lavaron 3 veces con agua 

estéril y se

resuspendieron en medio fresco sin tiamina.

Cuando fue necesario, los medios emplea-

dos para el crecimiento de S. pombe se suple-

mentaron con diversos compuestos como caspo-

fungina, FK506, MgCl2, hidroxiurea, leptomicina B, 

camtoptecina, MMS, latrunculina A, MBC y TBZ. 

Todos ellos se añadieron al medio a la concentra-

ción final indicada para cada experimento a partir 

de soluciones más concentradas esterilizadas por 

filtración. Estas soluciones se describen en la Ta-

bla V (Anexo II). En el caso del KCl, ya que no es 

soluble en YES a una concentración de 1,2 M; se 

preparó medio YES 2x y se mezcló con una solu-

ción de KCl 2,4M en una proporción 1:1 tras su 

esterilización en el autoclave.

2.2	 Medios de Cultivo para S. cerevisiae

Los medios utilizados para el crecimiento 

y mantenimiento de S. cerevisiae son: medio rico 

(YEPD) y medio selectivo (YNB), la composición de 

estos medios se describe en el Anexo II. 

Para mantener la presión selectiva en las 
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cepas transformadas con plásmidos, se empleó 

una mezcla de aminoácidos sin el suplemento co-

rrespondiente. Para preparar los medios sólidos se 

añadió agar al 2%.

2.3	 Medios de Cultivo para E. coli

Los medios utilizados para el crecimiento de 

E. coli son el medio LB y el 2xYT que se describen 

en el Anexo II.

Para seleccionar clones bacterianos resis-

tentes a antibióticos, los medios de E.coli se suple-

mentaron con ampicilina (100 µg/ml) o kanamicina 

(30 µg/ml). Los medios sólidos se prepararon con 

agar al 2%.

3.	 CONDICIONES Y ESTIMACIÓN DEL CRE-

CIMIENTO

3.1	 Condiciones de cultivo para S. pombe y S. 

cerevisiae

Los experimentos se realizaron siempre 

con cultivos en fase exponencial de S. pombe o 

S. cerevisiae. Para conseguir cultivos de S. pombe 

o S. cerevisiae en crecimiento exponencial, se se-

leccionaron colonias aisladas, cuyas características 

genéticas se habían comprobado anteriormente, 

y con ellas se inocularon de 3 a 5 ml del medio 

correspondiente. El cultivo se incubaba a la tem-

peratura apropiada hasta que las células entraban 

en fase estacionaria temprana. A continuación, se 

inoculaba con este cultivo otro mayor, teniendo en 

cuenta el tiempo de generación de la levadura en 

cada medio de cultivo.

Todas las placas y matraces se incubaron a 

la temperatura requerida por el experimento con-

creto, normalmente 25ºC, 28ºC, 32ºC o 36ºC. Para 

que la aireación sea la adecuada, los cultivos líqui-

dos se mantuvieron con una agitación de 200-250 

rpm y el volumen del cultivo nunca superó 1/5 del 

volumen del matraz. El crecimiento de la levadura 

en medio líquido se controló midiendo la turbidez 

del cultivo por absorbancia a 600 nm en un es-

pectrofotómetro Hitachi U-2001 y recurriendo a 

tablas de calibración obtenidas previamente. Se-

gún estas tablas, una densidad óptica (DO600) de 1 

se corresponde aproximadamente con 107 células/

ml. Cuando fue necesario se determinó el número 

de células mediante recuento directo con cámara 

Thoma.

El mantenimiento de las cepas se realizó por 

resiembras en placas de medio sólido.

3.2	 Condiciones de cultivo para E. coli

Las células de E. coli se incubaron en me-

dio líquido con agitación orbital de 200-250 rpm a 

una temperatura de 37ºC. Para el crecimiento en 

medios sólidos las células se incubaron en estufas 

a 37ºC.

4.	 MÉTODOS GENÉTICOS

Para la construcción de dobles mutantes, o 

la introducción en determinadas cepas de proteí-

nas integradas en el genoma y marcadas con al-

gún epítopo o proteína fluorescente, se realizaron 

cruces genéticos entre las cepas parentales corres-

pondientes.

Finalmente se analizaron las colonias resul-

tantes y se seleccionaron los clones que portaban 

las mutaciones de interés, los marcadores, epíto-

pos, así como las auxotrofías y el tipo sexual ade-

cuado.
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4.1	 Conjugación 

Los experimentos de conjugación se reali-

zaron utilizando estirpes heterotálicas de distinto 

sexo (h+ y h-). Para poner los cruces las cepas se 

sembraban en placas de YES hasta alcanzar la fase 

estacionaria (48 horas). Aproximadamente, se re-

cogía el mismo número de células de la estirpe 

h+ y h- y se mezclaba en un pequeño volumen de 

agua estéril (20 µl). A continuación la mezcla se 

extendía en una placa de MEA. Los zigotos se for-

man al cabo de 12 a 20 horas e inmediatamente 

sufren meiosis y esporulación, formando ascas con 

4 ascosporas al cabo de 1-2 días de incubación a 

28ºC. 

4.2	 Aislamiento de ascosporas azar o técnica 

“random spores”

Para obtener esporas, se hicieron suspen-

siones en agua estéril de las mezclas de conjuga-

ción incubadas durante 2 días a 28ºC en placas 

de MEA, y se trataron con 2 µl de b-glucuronidasa 

arilsulfatasa -EC 3.2.1.31; EC 3.1.6.1- (Roche) du-

rante toda la noche en agitación a temperatura 

ambiente. Este tratamiento destruye las paredes 

celulares de las células vegetativas, sin afectar a las 

ascosporas, que poseen una pared más resisten-

te. Se recogieron las esporas por centrifugación a 

3000 rpm durante 1 minuto. La mezcla de esporas 

fue lavada 4 veces con agua estéril y con la ayu-

da de una cámara Thoma se estimó el número de 

esporas por mililitro. Se realizaron las diluciones 

apropiadas para obtener entre 100 y 1000 esporas 

por placa  y se extendieron en placas de YES. Se 

incubaron las placas durante 4 días a 25ºC-28ºC. 

Mediante réplica en diferentes medios selectivos 

o a distintas temperaturas se seleccionaron las es-

tirpes con el genotipo deseado. 

5.	 TÉCNICAS GENERALES DE BIOLOGÍA 

MOLCULAR

5.1	 Obtención de DNA

La extracción de DNA plasmídico a partir de 

bacterias se realizó usando el método de la lisis 

alcalina, (Zhou et al., 1990), en el que las células 

se rompen en presencia de una mezcla de NaOH 

y dodecil sulfato sódico (SDS). El DNA es preci-

pitado posteriormente con etanol. Cuando se ne-

cesitó DNA de mayor pureza o concentración, se 

utilizaron los “Kit” Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

purification System o Wizard® Plus Midipreps DNA 

purification System de Promega, en función de la 

cantidad de DNA que fuese necesaria.

Para la obtención de DNA plasmídico y ge-

nómico de S. pombe se siguieron los protocolos 

descritos por (Moreno et al., 1991).

5.2	 Tratamientos enzimáticos del DNA

Todos los protocolos usados para manipular 

el DNA se recogen en publicaciones de (Ausubel 

et al., 1995; Sambrock y Russell, 2001), teniendo 

en cuenta las recomendaciones de los diferentes 

proveedores. Los principales tratamientos enzimá-

ticos realizados fueron los siguientes:

1) Digestiones con endonucleasas de res-

tricción.

2) Ligación mediante la enzima DNA ligasa 

del fago T4.

3) Fosforilación del extremo 3´ de oligonu-

cleótidos con la polinucleótido quinasa del fago 

T4.

4) Creación de extremos romos utilizando: 

el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. 

coli o la DNA polimerasa del fago T4.
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5.3	 Electroforesis de DNA en geles de agaro-

sa

El análisis de los fragmentos de DNA obte-

nidos por tratamiento con enzimas de restricción 

o amplificación por PCR se llevó a cabo mediante 

electroforesis en geles de agarosa (agarosa D-1, 

Pronadisa) preparados a una concentración varia-

ble entre 0,8% y 1,5% según el tamaño esperado 

de las bandas. Los geles se prepararon con tam-

pón 1x TAE (Tris-acético 40 mM, EDTA 2 mM, pH 

7,5-7,8) y se añadió el agente intercalante bromu-

ro de etidio a una concentración final de 0,5 g/ml 

para poder ver los fragmentos de DNA bajo luz 

ultravioleta.

Para el aislamiento y purificación de los frag-

mentos de DNA a partir de geles de agarosa se 

utilizó el sistema GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit suministrado por GE Heathcare.

5.4	 Reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR)

La amplificación de fragmentos de DNA 

mediante PCR se llevó a cabo en un termociclador 

Bio Rad Gene CyclerTM.

Dependiendo de la temperatura de fusión 

(Tm) de los cebadores empleados y del tamaño 

del producto esperado, se realizaron modificacio-

nes sobre el siguiente protocolo estándar de reac-

ción:

- Desnaturalización inicial: 10 minutos a 90ºC

- 30 ciclos de : 

Desnaturalización del DNA 1 minuto a 90ºC

Anillamiento 1 minuto a 55ºC

Extensión de 1 a 3 minutos a 72ºC

Extensión final 10 minutos a 72ºC

Las mezclas de reacción contenían DNA 

molde en cantidad variable según fuese DNA plas-

mídico o genómico, además de: mezcla de dNTPs 

(dATP, dTTP, dGTP, dCTP, cada uno a una concen-

tración final de 200 µM), los dos oligonucleótidos 

cebadores (1 µM cada uno), MgCl2 1,5 mM, Taq 

polimerasa (BIOTAQTM, ecogen) 0,25 unidades y el 

tampón de reacción suministrado con la enzima.

En las reacciones de amplificación se utiliza-

ron temperaturas de anillamiento entre 3 y 5 gra-

dos por debajo de la del cebador que tuviese una 

Tm más baja.

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR 

que se emplearon posteriormente para clonación 

molecular, se ligaron en el plásmido pGEM®-T.

Los oligonucleótidos empleados en este 

trabajo fueron suministrados por Thermo, Sigma o 

Eurofins y sus secuencias y utilidad se describen en 

la Tabla IV (Anexo I).

5.5	 Secuenciación de ácidos nucleicos

La técnica usada se basa en la descrita por 

(Sanger et al., 1977), pero en este caso se em-

plearon didesoxinucleótidos marcados con fluoro-

cromos y un láser capaz de reconocer los distin-

tos colores (longitud de onda de emisión) de los 

fluorocromos que corresponden a cada una de las 

bases del DNA. Se utilizó un secuenciador ABI 377 

(Applied Biosystems). Las secuencias se importa-

ron mediante el programa Chromas, que muestra 

el cromatograma de la reacción y la secuencia de 

DNA correspondiente.

El fundamento de este sistema es una reac-

ción de PCR en la cual la extensión enzimática de 

una cadena de DNA a partir de un oligonucleótido 

iniciador, empleando DNA bicatenario como mol-
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de, es interrumpida por la incorporación de dides-

oxinucleótidos.

5.6	 Mutagénesis dirigida

Se utilizó el sistema Muta-Gene® Phagemid 

de Bio Rad, que se basa en el método descrito por 

(Kunkel, 1985). Para la mutagénesis empleamos la 

cepa CJ236 de E. coli que cuenta con:

1) El episoma F’, que le permite ser infecta-

da por el fago auxiliar M13K07.

2) La mutación dut, que inactiva la enzima 

dUTPasa. Al aparecer elevados niveles intracelu-

lares de dUTP, las moléculas de DNA sintetizadas 

portan uracilo en los lugares donde debería apa-

recer timina.

3) La mutación ung, que inactiva la uracilo 

N-glicosilasa, así el uracilo incorporado al DNA no 

puede ser eliminado. 

Para llevar a cabo las reacciones de muta-

génesis,  se emplearon los oligonucleótidos ceba-

dores recogidos en la Tabla IV y se siguieron los 

siguientes pasos:

1) La estirpe CJ236 se transformó con el 

DNA bicatenario que se pretende mutagenizar y 

se inoculó medio 2xYT líquido.

2) Se infectaron las colonias resultantes con 

el fago M13K07.

3) Se recuperaron las moléculas de DNA de 

cadena sencilla contenidas en los fagos.

4) Estas cadenas ricas en uracilo se usaron 

como molde para sintetizar in vitro las hebras com-

plementarias. El cebador empleado fue el oligonu-

cleótido que contenía la mutación que queríamos 

introducir.

5) Se transformó las cepa DH5a con el DNA 

bicatenario. DH5a no porta la mutación ung, por 

lo que inactiva la hebra rica en uracilo del DNA, 

replicando sólo la hebra sin uracilo, que es la por-

tadora de la mutación.

5.7	 Transformación de E. coli

La transformación de cepas de E. coli con 

plásmidos o mezclas de ligación se realizó de 

acuerdo con el procedimiento diseñado por (Kush-

ner, 1978) basado en el choque térmico.

En algunos casos, la transformación con 

plásmidos purificados se realizó por un método 

simplificado conocido como “transformación del 

minuto” descrito por (Golub, 1988). 

5.8	 Transformación de S. pombe y S. cerevi-

siae

La transformación de S. pombe y S. cerevi-

siae se realizó por el método del LiSorb (acetato 

de litio-sorbitol). El cual se detalla a continuación:

1) Se recogieron 50 ml de células en fase 

logarítmica por centrifugación durante 5 minutos 

a 3000 rpm.

2) Las células se lavaron con agua estéril y se 

centrifugaron de nuevo.

3) A continuación se resuspendieron en 5 ml 

de LiSorb (Acetato de Litio 100 mM, Tris 10 mM 

pH 8, EDTA 1 mM, Sorbitol 1 M) y se incubaron 

durante 20 minutos en agitación a 28°C.

4) Las células se recogieron por centrifuga-

ción a 4ºC y se resuspendieron en 50 μl de LiSorb. 

A partir de este punto se mantuvieron siempre en 

hielo. 

5) Para cada reacción de transformación se 

mezclaron 15 μl de células, 250-500 ng de DNA 

plasmídico y 15 μl de DNA carrier en tampón Li-

Sorb (una parte de DNA de esperma de salmón 20 
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mg/ml hervido anteriormente por cuatro partes de 

LiSorb). La mezcla se incubó durante 10 minutos a 

28°C sin agitación. 

6) A continuación se añadieron 450 μl de po-

lietilenglicol 3350 (PEG) al 40% en 100 mM LiAc/

TE a cada mezcla de transformación y se incubó 30 

minutos a 28°C sin agitación.

7) Seguidamente las células fueron someti-

das a un choque térmico de 7 minutos a 42°C. 

8) Se centrifugaron 5 minutos a 2500 rpm y 

se resuspendió el precipitado en 150 μl de agua y 

finalmente se sembró esta suspensión de células 

en placas de medio selectivo.

9) Las colonias fueron visibles después de 

4-5 días de incubación a 28ºC.

5.9	 Marcaje de proteínas en su extremo car-

boxilo y deleción de genes mediante cassettes 

obtenidos por PCR

Para marcar la proteína Rad24 con los epíto-

pos GFP y GST y las proteínas Cds1 y Cnp1 con 

GFP en el extremo carboxilo, se utilizó el método 

descrito (Bähler et al., 1998), que permite la fusión 

de estos epítopos en fase con la ORF del gen de 

interés. Como molde, se utilizaron los plásmidos 

que contienen las secuencias de los epítopos de-

seados con el marcador de selección adecuado. 

Como cebadores, se usaron oligonucleótidos que 

poseen una región en su extremo 3’ complemen-

taria a los plásmidos moldes. Uno de los oligonu-

cleótidos presenta en su extremo 5’ una región 

de 90-100 nucleótidos idéntica a la región 3’ de 

la ORF del gen (excluido el codón de parada). El 

otro oligonucleótido incluye en su extremo 5’ una 

región idéntica a 90-100 nucleótidos de la región 

3’ no codificante del gen que se encuentra a una 

distancia de entorno a 200 pb del codón de para-

da. Con el producto de PCR se transformó la cepa 

adecuada y los transformantes se seleccionaron 

dependiendo del marcador utilizado.

Este mismo método fue utilizado para la de-

leción del gen cds1+ con el marcador de selección 

higromicina B, para la PCR se usó como molde un 

plásmido que contenía la secuencia del gen que 

confiere resistencia a higromicina B (hph) (Sato 

et al., 2005) y como cebadores un oligonucleóti-

do que presenta en su extremo 5’ una región de 

80-90 nucleótidos idéntica a la región 5’ no codi-

ficante de la ORF del gen y otro oligonucleótido 

que incluye en su extremo 5’ una región idéntica 

a 80-90 nucleótidos de la región 3’ no codificante 

del gen. Con el producto de PCR se transformó la 

cepa adecuada y los transformantes se selecciona-

ron por su capacidad de crecimiento en higromici-

na B y por PCR.

6.	 VECTORES EMPLEADOS

	

6.1	 Vectores de E. coli

pBluescript II KS+ y SK+ (Stratagene): Son 

plásmidos autorreplicativos de 2,9 kb que llevan 

el gen de resistencia a ampicilina, el origen de 

replicación colE1 y un fragmento del operón de 

lactosa de E. coli que codifica el péptido a de la 

b-galactosidasa (LacZ’). Su sitio de clonación múl-

tiple posee 21 sitios de restricción reconocidos 

por endonucleasas específicas, insertados en la 

fase de lectura del péptido a sin alterarla. Los dos 

vectores se diferencian por la orientación del si-

tio de clonación múltiple y los promotores de las 

RNA-polimerasas T3 y T7 que los flanquean y que 

sirven para la síntesis in vitro del RNA. Llevan un 

fragmento de la región intergénica del fago f1 que 

permite la obtención de DNA monocatenario tras 

infección de las células portadoras del plásmido 

con el fago auxiliar M13K07. 
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pGEM®-T (Promega): Es un vector de 3 kb 

que contiene 13 sitios de reconocimiento únicos 

para enzimas de restricción y se comercializa linea-

rizado con una timidina adicional en sus extremos, 

lo que facilita la inserción de fragmentos gene-

rados por PCR. Contiene el gen de resistencia a 

ampicilina (ampR) y el promotor T7. Al igual que 

el vector pBluescript II SK+ permite la selección 

de clones recombinantes por a-complementación 

(azul-blanco).

6.2	 Vectores de S. pombe

PAL-KS+: Este vector tiene 6,3 kb y fue obte-

nido por el Dr. J. Ishiguro (Konan University, Japón) 

a partir del plásmido pBuescript II KS+ al que se le 

han añadido un fragmento de DNA que incluye si-

tios de reconocimiento para 11 endonucleasas de 

restricción en la región estructural del gen que co-

difica el péptido a de la b-galactosidasa, el origen 

de replicación de S. pombe, ars1+, que contribuye 

a aumentar la frecuencia de transformación y a re-

ducir el número de copias del plásmido por célula 

y el gen LEU2 de S. cerevisiae capaz de comple-

mentar la mutación leu1 de S. pombe, aunque las 

estirpes presentan crecimiento lento en los casos 

en que este marcador se halla en una sola copia.

pJK-148: Es un vector de 5,3 kb que lleva el 

gen leu1+ de S. pombe como marcador de selec-

ción y carece de secuencias ars1+, por lo que no 

se replica de manera autónoma. Se utiliza para la 

integración de secuencias de DNA en el genoma 

de S. pombe.

 La integración se realiza normalmente di-

giriendo el plásmido con una enzima que corta 

dentro del gen leu1+. El plásmido linearizado se 

introduce en una cepa con la mutación leu1-32 

de modo que en el genoma de S. pombe se re-

constituyen dos genes leu1+, uno mutado y el otro 

silvestre, y se recupera así la capacidad para cre-

cer en medio sin leucina. Este plásmido descrito 

por (Keeney y Boeke, 1994), posee además un 

fragmento de DNA que incluye sitios de recono-

cimiento para 19 endonucleasas de restricción, el 

marcador de selección ampR, un fragmento de la 

región intergénica del fago f1 que codifica las fun-

ciones requeridas para la obtención de DNA mo-

nocatenario, el origen de replicación en bacterias 

y el gen de la b-galactosidasa para la selección de 

clones por blanco-azul.

pREP: Construido a partir del vector de E. 

coli pUC119. Poseen el origen de replicación y el 

marcador de selección ampR de E. coli, así como 

el origen de replicación del fago f1 y la secuencia 

ars1+ de S. pombe. 

La utilidad de esta familia de vectores resi-

de en que cuentan con la secuencia del promotor 

del gen nmt1+ (no message in thiamine) seguida 

de un sitio de clonación múltiple, que permite so-

breexpresar los insertos clonados en los plásmidos 

pREP si las células crecen en un medio sin tiamina, 

o reprimir su expresión añadiendo tiamina a los 

medios.

Los vectores denominados con número im-

par (pREP3X, pREP41X y pREP81X) llevan el gen 

LEU2 como marcador de selección. Los de número 

par (pREP4X, pREP42X y pREP82X) llevan el gen 

URA4 como marcador de selección.

El promotor nmt original se modificó de 

forma que produce un nivel de expresión alto 

(pREP3X y pREP4X), medio (pREP41X y pREP42X), 

o bajo (pREP81X y pREP82X) (Basi et al., 1993) 

(Maundrell, 1993).
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6.3	 Vectores de S. cerevisiae

pGADT7 y pGBKT7 (MatchmakerTM Two-

Hybrid System, Clontech BD):  Estos vectores de 

expresión de S. cerevisiae son mejoras de los vec-

tores pACT2 y pAS2 y se emplean para el ensayo 

de doble híbrido. Ambos vectores contienen el 

origen de replicación de E. coli, el origen de repli-

cación del fago f1 y el origen de replicación 2μ de 

S. cerevisiae.

El vector pGADT7 tiene el marcador de se-

lección kanR de E. coli y el marcador de selección 

LEU2 se S. cerevisiae además de la secuencia que 

codifica el dominio de activación de la transcrip-

ción del factor de transcripción GAL4 bajo el con-

trol del promotor constitutivo de la alcohol deshi-

drogenasa de S. cerevisiae.

El vector pGBKT7 tiene el marcador de se-

lección ampR de E. coli y el marcador de selección 

TRP1 se S. cerevisiae además de la secuencia que 

codifica el dominio de unión a DNA del factor de 

transcripción GAL4 bajo el control del promotor 

constitutivo de la alcohol deshidrogenasa de S. 

cerevisiae.

Detrás de la secuencia codificante de los 

dominios de activación de la transcripción y de 

unión a DNA del factor de transcripción GAL4, am-

bos plásmidos llevan un sitio de clonación múltiple 

donde se pueden insertar en fase los fragmentos 

de DNA para la producción de proteínas híbridas 

(Durfee et al., 1993) (Fields y Song, 1989). Ade-

más, en fase con estos dominios presentan dife-

rentes epítopos, HA y myc, para la comprobación 

directa mediante coinmunoprecipitación de los 

clones positivos.

6.4	 Vectores construidos en este trabajo

pAL-rgf1-N1∆ (pRZ80): pAL-rgf1+ (pGR41 

colección YSM) en el que por mutagénesis dirigi-

da se introdujeron dos sitios de restricción BglII, 

uno justo después del ATG y otro a 200 pb downs-

tream, con los oligonucleótidos Rgf1-N∆-A y Rgf1-

N∆-B, posteriormente se cortó con BglII y se reli-

gó, eliminando así 200 pb del extremo N’ terminal 

de gen rgf1+. 

pAL-rgf1-N1∆-GFP (pRZ78): pAL-rgf1-GFP 

(pGR45 colección YSM) en el que por mutagéne-

sis dirigida se introdujeron dos sitios de restricción 

BglII, uno justo después del ATG y otro a 200 pb 

downstream, con los oligonucleótidos Rgf1-N∆-A 

y Rgf1-N∆-B, posteriormente se cortó con BglII y 

se religó, eliminando así 200 pb del extremo N’ 

terminal de gen rgf1+. 

pAL-rgf1-N2∆ (pRZ83): pAL-rgf1+ en el que 

por mutagénesis dirigida se introdujeron dos sitios 

BglII, uno justo después del ATG y otro a 900 pb 

downstream, con los oligonucleótidos Rgf1-N∆-A 

y Rgf1-N∆-C, posteriormente se cortó con BglII y 

se religó, eliminando así 900 pb del extremo N’ 

terminal de gen rgf1+. 

pAL-rgf1-N2∆-GFP (pRZ84): pAL-rgf1-GFP 

en el que por mutagénesis dirigida se introdujeron 

dos sitios BglII, uno justo después del ATG y otro 

a 900 pb downstream, con los oligonucleótidos 

Rgf1-N∆-A y Rgf1-N∆-C, posteriormente se cortó 

con BglII y se religó, eliminando así 900 pb del ex-

tremo N’ terminal de gen rgf1+. 

pAL-rgf1-DEP∆ (pRZ69): pAL-rgf1+ en el que 

por mutagénesis dirigida con el oligonucleótido 

Rgf1-loop-DEP se eliminaron 80 pb del dominio 

DEP mediante la formación de un loop. 
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pAL-rgf1-DEP∆-GFP (pRZ67): pAL-rgf1-GFP 

en el que por mutagénesis dirigida con el oligo-

nucleótido Rgf1-loop-DEP se eliminaron 80 pb del 

dominio DEP mediante la formación de un loop. 

pAL-rgf1-FPTP (pRZ71): pAL-rgf1+ en el que 

por mutágenesis dirigida con el oligonucleótido 

Rgf1-DEP-FPTP se cambiaron una fenilalanina y 

una tirosina del dominio DEP por residuos de pro-

nina.  

pAL-rgf1-FPTP-GFP (pRZ73): pAL-rgf1-GFP 

en el que por mutágenesis dirigida con el oligonu-

cleótido Rgf1-DEP-FPTP se cambiaron una fenila-

lanina y una tirosina del dominio DEP por residuos 

de pronina. 

 pAL-rgf1-PH∆ (pRZ45): pAL-rgf1+ en el que 

por mutagénesis dirigida con el oligonucleótido 

Rgf1-loop-PH se eliminan 200 pb del dominio PH 

mediante la formación de un loop. 

pAL-rgf1-PH∆-GFP (pRZ44): pAL-rgf1-GFP 

en el que por mutagénesis dirigida con el oligo-

nucleótido Rgf1-loop-PH se eliminan 200 pb del 

dominio PH mediante la formación de un loop. 

pAL-rgf1-CNH1∆ (pRZ55): pAL-rgf1+ en el 

que por mutagénesis dirigida con el oligonucleóti-

do Rgf1-Not-CNH1 se introdujo un sitio NotI 1000 

pb upstream del codón de parada, posteriormen-

te se cortó con NotI y se religó eliminando así los 

1000 pb del extremo C’ terminal del gen rgf1+ exis-

tentes entre el sitio NotI introducido y el sitio NotI 

preexistente justo antes del codón de parada.

pAL-rgf1-CNH1∆-GFP (pRZ57): pAL-rgf1+ 

en el que por mutagénesis dirigida con el oligonu-

cleótido Rgf1-Not-CNH1 se introdujo un sitio NotI 

1000 pb upstream del codón de parada, posterior-

mente se cortó con NotI para eliminar así los 1000 

pb del extremo C’ terminal del gen rgf1+ existen-

tes entre el sitio NotI introducido y el sitio NotI 

preexistente justo antes del codón de parada, y 

además se le introdujo la secuencia que codifica 

para la GFP en fase ese mismo sitio NotI.

pAL-rgf1-CNH2∆ (pRZ56): pAL-rgf1+ en el 

que por mutagénesis dirigida con el oligonucleó-

tido Rgf1-Not-CNH2 se introdujo un sitio NotI 500 

pb upstream del codón de parada, posteriormen-

te se cortó con NotI y se religó eliminando así los 

500 pb del extremo C’ terminal del gen rgf1+ exis-

tentes entre el sitio NotI introducido y el sitio NotI 

preexistente justo antes del codón de parada.  

pAL-rgf1-CNH2∆-GFP (pRZ58): pAL-rgf1+ 

en el que por mutagénesis dirigida con el oligonu-

cleótido Rgf1-Not-CNH2 se introdujo un sitio NotI 

500 pb upstream del codón de parada, posterior-

mente se cortó con NotI para eliminar así los 500 

pb del extremo C’ terminal del gen rgf1+ existen-

tes entre el sitio NotI introducido y el sitio NotI 

preexistente justo antes del codón de parada, y 

además se le introdujo la secuencia que codifica 

para la GFP en fase ese mismo sitio NotI. 

pJK148-rgf1-N1∆ (pRZ88): la mutación 

rgf1-N1∆ fue trasladada del vector pAL al vector 

pJK148 mediante la digestión del plásmido pAL-

rgf1-N1∆ con EcoRI y posterior ligación en el sitio 

de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-N1∆-GFP (pRZ89): la mutación 

rgf1-N1∆-GFP fue trasladada del vector pAL al 

vector pJK148 mediante la digestión del plásmido 

pAL-rgf1-N1∆-GFP con EcoRI y posterior ligación 

en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.
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pJK148-rgf1-N2∆ (pRZ91): la mutación 

rgf1-N2∆ fue trasladada del vector pAL al vector 

pJK148 mediante la digestión del plásmido pAL-

rgf1-N2∆ con EcoRI y posterior ligación en el sitio 

de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-N2∆-GFP (pRZ92): la mutación 

rgf1-N2∆-GFP fue trasladada del vector pAL al 

vector pJK148 mediante la digestión del plásmido 

pAL-rgf1-N2∆-GFP con EcoRI y posterior ligación 

en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-DEP∆ (pRZ74): la mutación 

rgf1-DEP∆ fue trasladada del vector pAL al vector 

pJK148 mediante la digestión del plásmido pAL-

rgf1-DEP∆ con EcoRI y posterior ligación en el sitio 

de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-DEP∆-GFP (pRZ75): la muta-

ción rgf1-DEP∆-GFP fue trasladada del vector pAL 

al vector pJK148 mediante la digestión del plás-

mido pAL-rgf1-DEP∆-GFP con EcoRI y posterior 

ligación en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-FPTP (pRZ85): la mutación 

rgf1-FPTP fue trasladada del vector pAL al vector 

pJK148 mediante la digestión del plásmido pAL-

rgf1-FPTP con EcoRI y posterior ligación en el sitio 

de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-FPTP-GFP (pRZ86): la muta-

ción rgf1-FPTP-GFP fue trasladada del vector pAL 

al vector pJK148 mediante la digestión del plás-

mido pAL-rgf1-FPTP-GFP con EcoRI y posterior 

ligación en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-PH∆ (pRZ53): la mutación 

rgf1-PH∆ fue trasladada del vector pAL al vector 

pJK148 mediante la digestión del plásmido pAL-

rgf1-PH∆ con EcoRI y posterior ligación en el sitio 

de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-PH∆-GFP (pRZ46): la mutación 

rgf1-PH∆-GFP fue trasladada del vector pAL al 

vector pJK148 mediante la digestión del plásmido 

pAL-rgf1-PH∆-GFP con EcoRI y posterior ligación 

en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-CNH1∆ (pRZ61): la mutación 

rgf1-CNH1∆ fue trasladada del vector pAL al vec-

tor pJK148 mediante la digestión del plásmido 

pAL-rgf1-CNH1∆ con EcoRI y posterior ligación en 

el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-CNH1∆-GFP (pRZ62): la mu-

tación rgf1-CNH1∆-GFP fue trasladada del vector 

pAL al vector pJK148 mediante la digestión del 

plásmido pAL-rgf1-CNH1∆-GFP con EcoRI y pos-

terior ligación en el sitio de corte para EcoRI del 

pJK148.

pJK148-rgf1-CNH2∆ (pRZ64): la mutación 

rgf1-CNH2∆ fue trasladada del vector pAL al vec-

tor pJK148 mediante la digestión del plásmido 

pAL-rgf1-CNH2∆ con EcoRI y posterior ligación en 

el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-CNH2∆-GFP (pRZ65): la mu-

tación rgf1-CNH2∆-GFP fue trasladada del vector 

pAL al vector pJK148 mediante la digestión del 

plásmido pAL-rgf1-CNH2∆-GFP con EcoRI y pos-

terior ligación en el sitio de corte para EcoRI del 

pJK148.

4X-rgf1-N2∆ (pSM43): Partiendo de un plás-

mido pAL-rgf1+ al que se le habían introducido por 

mutagénesis dirigida un sitio XhoI en el ATG y un 

sitio SmaI justo antes del codón de parada (pGR30 

colección YSM), se introdujeron dos sitios BglII por 

mutagénesis dirigida; uno en el ATG con el oligo-
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nucleótido Rgf1-Xho-BglII y otro 900 pb downs-

tream con el oligonucleótido Rgf1-N∆-C (pSM35). 

Posteriormente se cortó con BglII y se religó, eli-

minando así 900 pb del extremo N’ terminal de 

gen rgf1+ (pSM36) y por último se cortó con XhoI 

y SmaI y se introdujo en el vector pREP4X en estos 

mismos sitios de restricción.

pAL-rgf1-N302-GFP (pSM12): pAL-rgf1+ en 

el que por mutagénesis dirigida con el oligonu-

cleótido Rgf1-N302 se introdujo un sitio NotI 910 

pb después del ATG, posteriormente se cortó con 

NotI para eliminar así 3135 pb del extremo C’ ter-

minal del gen rgf1+ existentes entre el sitio NotI 

introducido y el sitio NotI preexistente justo antes 

del codón de parada, y además se le introdujo la 

secuencia que codifica para la GFP en fase ese 

mismo sitio NotI.

pAL-rgf1-N535-GFP (pSM14): pAL-rgf1+ en 

el que por mutagénesis dirigida con el oligonu-

cleótido Rgf1-N535 se introdujo un sitio NotI 1583 

pb después del ATG, posteriormente se cortó con 

NotI para eliminar así 2490 pb del extremo C’ ter-

minal del gen rgf1+ existentes entre el sitio NotI 

introducido y el sitio NotI preexistente justo antes 

del codón de parada, y además se le introdujo la 

secuencia que codifica para la GFP en fase ese 

mismo sitio NotI.

pJK148-rgf1-N305-GFP (pSM21): la muta-

ción rgf1-N305-GFP fue trasladada del vector pAL 

al vector pJK148 mediante la digestión del plás-

mido pAL-rgf1-N305-GFP con EcoRI y posterior 

ligación en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-N535-GFP (pSM22): la muta-

ción rgf1-N535-GFP fue trasladada del vector pAL 

al vector pJK148 mediante la digestión del plás-

mido pAL-rgf1-N535-GFP con EcoRI y posterior 

ligación en el sitio de corte para EcoRI del pJK148.

pJK148-rgf1-N305-535-GFP (pEM13): 

pJK148-rgf1-N535-GFP en el que por mutagéne-

sis dirigida se introdujeron dos sitios BglII, uno jus-

to después del ATG y otro a 900 pb downstream, 

con los oligos Rgf1-N∆-A y Rgf1-N∆-C, posterior-

mente se cortó con BglII y se religó, eliminando así 

900 pb del extremo N’ terminal de gen rgf1+.

p J K 1 4 8 - rg f 1 - N 3 0 5 - 5 3 5 ( * N L S ) - G F P 

(pSM105): pJK148-rgf1-N305-535-GFP en el que 

por mutágenesis dirigida con el oligonucleótido 

Rgf1-NLS se cambió la secuencia que codifica para 

los aminoácidos 406NKRRRRI412 por una secuencia 

que codifica para 406NKAAAAI412.

pJK148-rgf1-DEP∆(*NLS)-GFP (pSM133): 

pJK148-rgf1-DEP∆-GFP en el que por mutáge-

nesis dirigida con el oligonucleótido Rgf1-NLS se 

cambió la secuencia que codifica para los aminoá-

cidos 406NKRRRRI412 por una secuencia que codifi-

ca para 406NKAAAAI412.

pJK148-rgf1(*NLS)-GFP (pSM106): pJK148-

rgf1-GFP (pGR49 colección YSM) en el que por 

mutágenesis dirigida con el oligonucleótido Rgf1-

NLS se cambió la secuencia que codifica para los 

aminoácidos 406NKRRRRI412 por una secuencia que 

codifica para 406NKAAAAI412.

pJK148-rgf1(*NES1)-GFP (pEM22): pJK148-

rgf1-GFP en el que por mutágenesis dirigida con 

el oligonucleótido Rgf1-NES1 se cambió la se-

cuencia que codifica para los aminoácidos 857LFL-

FDHLLI867 por una secuencia que codifica para 
857LFLFDHAAA867.

pJK148-rgf1(*NES2)-GFP (pEM11): pJK148-

rgf1-GFP en el que por mutágenesis dirigida con 
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el oligonucleótido Rgf1-NES2 se cambió la se-

cuencia que codifica para los aminoácidos 1142LRI-

VKELYI1151 por una secuencia que codifica para 
1142LRIVKEAYA1151.

4X-cds1-GST (pSM115): Se cortó el plásmi-

do 3X-cds1-GST procedente del laboratorio de A. 

Carr (Lindsay et al., 1998) con las enzimas de res-

tricción PstI-SacI y se introdujo en el vector pRE-

P4X.

pGBKT7-rgf1+ (pRZ97): La ORF del gen rgf1+ 

sin intrón procedente de un plásmido  SK-rgf1+ al 

que se le habían introducido por mutagénesis di-

rigida un sitio NdeI en el ATG y un sitio SmaI justo 

antes del codón de parada (pRZ28 colección YSM), 

se introdujo en un vector pGBKT7 entre los sitios 

NdeI y SmaI.

pGADT7-rad24+ (pEM9): Se introdujo en 

el vector pGADT7 cortado con las enzimas NcoI-

SmaI la ORF del gen rad24+ obtenida por PCR con 

los oligonucleótidos Rad24-ATG y Rad24-END a 

partir de cDNA.

SK-rgf1-GST-ura4+ (pEB9): Cassette para 

marcar el gen rgf1+ con GST en el extremo C’-

terminal. Se introdujeron por mutagénesis diri-

gida un sitio NdeI inmediatamente antes del co-

dón de parada y otro sitio SmaI inmediatamente 

después con los oligonucleótidos Rgf1-Nde-END 

y Rgf1-SmaI-2 respectivamente (pSM41), a partir 

del plásmido resultante se obtuvo un fragmento 

de restricción SalI-PstI que contenía 1000 pb del 

extremo C’-terminal del gen rgf1+ y 1700 pb de 

la región 3’ UTR que fue introducido en el vec-

tor SK (pEB1). Posteriormente se introdujo el gen 

ura4+ cortado con HincII-SmaI en el sitio SmaI 

(pEB7) y la secuencia del epítopo GST en el sitio 

NdeI. 

pJK148-rgf1-6A-GFP (pSM145): pJK148-

rgf1-GFP al que se le cambió la región N’-terminal 

del gen rgf1+, que contiene los 6 primeros motivos 

RXXS, flanqueada por sitios de restricción SacI por 

una secuencia sintética similar pero que codifica 

para RXXA en lugar de para RXXS (EurofinsTM). 

pJK148-rgf1-9A-GFP (pSM146): pJK148-

rgf1-6A-GFP en el que por mutagénesis dirigida 

con los oligonucleótidos Rgf1-Fos8, Rgf1-Fos9 y 

Rgf1Fos-10 se cambiaron las secuencias que co-

difican para  las serinas 422, 1085 y 1322 por se-

cuencias que codifican para alanina.

pJK148-rgf1-3A-GFP (pSM135): pJK148-

rgf1-GFP en el que por mutagénesis dirigida 

con los oligonucleótidos Rgf1-Fos8, Rgf1-Fos9 y 

Rgf1Fos-10 se cambiaron las secuencias que co-

difican para  las serinas 422, 1085 y 1322 por se-

cuencias que codifican para alanina.

pJK148-rgf1-6E-GFP (pSM151): pJK148-

rgf1-GFP al que se le cambió la región N’-terminal 

del gen rgf1+, que contiene los 6 primeros motivos 

RXXS, flanqueada por sitios de restricción SacI por 

una secuencia sintética similar pero que codifica 

para RXXE en lugar de para RXXS (EurofinsTM).

pJK148-rgf1-9E-GFP (pSM152): pJK148-

rgf1-6E-GFP en el que por mutagénesis dirigida 

con los oligonucleótidos Rgf1-Fos8E, Rgf1-Fos9E 

y Rgf1Fos-10E se cambiaron las secuencias que 

codifican para  las serinas 422, 1085 y 1322 por 

secuencias que codifican para ácido glutámico.

pJK148-rgf1-3E-GFP (pSM150): pJK148-

rgf1-GFP en el que por mutagénesis dirigida con 

los oligonucleótidos Rgf1-Fos8E, Rgf1-Fos9E y 

Rgf1-Fos10E se cambiaron las secuencias que co-

difican para  las serinas 422, 1085 y 1322 por se-
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cuencias que codifican para ácido glutámico.

pJK148-GFP-rho1-stop (pSM154): pJK148-

GFP-rho1 (pGR colección YSM) en el que por muta-

génesis dirigida con el oligonucleótido Rho1-stop 

se introdujo un codón de parada inmediatamente 

antes de la secuencia que codifica para la secuen-

cia proteica de prenilación CILL.

7.	 VALORACIÓN DE LA CANTIDAD DE DNA 

MEDIANTE FACS

La cantidad de DNA presente en las células 

de S. pombe se valoró usando un citómetro de flu-

jo FACScaliburTM (BD Biosciences) controlado por 

el Software CellQuestTM (BD Biosciences).

Se recogieron muestras de 107 células (1 ml 

de DO600 1) centrifugando 5 minutos a 2000 rpm 

y se resuspendieron en 1 ml de etanol frío al 70%. 

Las muestras así fijadas se pueden conservar du-

rante largos períodos de tiempo a 4ºC. 

300 µl de estas células se procesaron para ci-

tometría de flujo según (Sazer y Sherwood, 1990). 

Para ello, las células se lavaron con 0,5 ml de citra-

to sódico 50 mM y se resuspendieron en 0,5 ml de 

citrato sódico 50 mM con 0,1 mg/ml de RNAasa A 

y se incubaron 2 horas a 37ºC. Finalmente se tiñe-

ron con ioduro de propidio mediante la adición de 

0,5 ml de citrato sódico 50 mM con 8 µg/ml de IP 

y se incubaron durante toda la noche a 4ºC y en 

oscuridad. Posteriormente, las células se sonicaron 

20 segundos a una amplitud del 40% en un soni-

cador Labsonic M (Sartorius Stedim Biotech). Final-

mente se midieron el tamaño y la fluorescencia de 

las células en un citómetro de flujo FACScaliburTM 

(BD Biosciences). Para el análisis de los datos se 

utilizó el programa CellQuestTM (BD Biosciences).

8.	 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS

8.1	 Obtención de extractos celulares

Cantidades idénticas de células de los cul-

tivos correspondientes (ajustadas mediante la 

medición de la densidad óptica de los cultivos) 

se recogieron por centrifugación, se lavaron con 

1 ml de agua fría y se  congelaron en N2 líquido 

junto con bolitas de vidrio (G8772, SIGMA), pos-

teriormente se añadió tampón de extracción (65 

mM Tris-HCl pH 6,8; SDS al 3%, glicerol al 10%, 

β-mercaptoetanol al 5%, 50 mM NaF y 100 mM 

β-glicerol fosfato con inhibidores de proteasas 1 

mM PMSF y 2 μg/ml de aprotinina, leupeptina 

y pepstatina) y se rompieron  en una Fast-Prep 

FP120 (Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de 16 se-

gundos a una potencia de 6 y a 4ºC. El extracto 

celular obtenido se hirvió durante 5 minutos, se 

centrifugó 2 minutos a 13000 rpm y se congeló el 

sobrenadante a -20ºC.  

8.2	 Precipitación con GST

Se recogieron 50 ml de  los cultivo en fase 

logarítmica (DO600 0,6) de cada cepa de interés por 

centrifugación, se lavaron con 1 ml de agua fría y 

se resuspendieron en 200 µl de tampón de extrac-

ción (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 200 mM NaCl, 2 mM 

EDTA y NP-40 al 0,5% con inhibidores de protea-

sas 1 mM PMSF y 2 μg/ml de aprotinina, leupepti-

na y pepstatina). Las células se lisaron con bolitas 

de vidrio (G8772, SIGMA), en una Fast-Prep FP120 

(Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de 16 segundos 

a una potencia de 6. Las bolitas de vidrio, paredes 

y restos celulares se retiraron mediante centrifuga-

ción a 3000 rpm durante 1,5 minutos. Todo el pro-

ceso se realizó a 4ºC para evitar la degradación de 

las proteínas. La concentración de proteína de los 

extractos se cuantificó mediante el método colori-
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métrico descrito por (Bradford, 1976).

En cada precipitación se incubó durante 2 

horas a 4ºC, 1 mg de proteína junto con 20 µl de 

bolitas de glutatión-sefarosa (Glutathione Sepha-

rose 4B, GE Healthcare) en un volumen final de 

600 µl de tampón de inmunoprecipitación (50 mM 

Tris-HCl pH 7,5; 200 mM NaCl, 2 mM EDTA y Tri-

ton X-100 al 2% con inhibidores de proteasas 1 

mM PMSF y 2 μg/ml de aprotinina, leupeptina y 

pepstatina). Posteriormente, los complejos unidos 

a la matriz de sefarosa se sedimentaron por cen-

trifugación y se lavaron  veces con 700 µl de tam-

pón de inmunoprecipitación y una vez con 700 µl 

de tampón de inmunoprecipitación con 500 mM 

NaCl. Finalmente, los complejos con las bolitas de 

glutatión-sefarosa se resuspendieron en 20 μl de 

tampón de carga 2X (SDS al 4%, glicerol al 20%, 

100 mM DTT y trazas de azul de bromofenol) para 

proceder a la electroforesis en geles de poliacrila-

mida.

8.3	 Electroforesis y electrotransferencia de 

proteínas

Las muestras de extracto total o de los pre-

cipitados se desnaturalizaron durante 10 minutos 

a 70ºC y se centrifugaron a 13000 rpm durante 

otros 2 minutos. Las proteínas se separaron según 

su tamaño mediante electroforesis en geles de 

distinto porcentaje de poliacrilamida, en condicio-

nes desnaturalizantes (SDS-PAGE) como describe 

(Laemmli, 1970) y a una intensidad de 100-120 V. 

En el caso de los geles de Phos-tagTM utilizados 

para resolver formas fosforiladas de Rgf1-GFP, 

se añadió a una mezcla de poliacrilamida del 

6% el ligando Phos-tagTM (NARD Institute) a una 

concentración de 40 mM y MnCl2 a una concen-

tración de 80 mM. Para resolver la forma fosfori-

lada de la proteína Chk1-HA se utilizaron geles 

de poliacrilamida del 10% en los que la relación 

acrilamida:bisacrilamida era 99:1. El tampón de 

carrera utilizado fue Tris/Glicina (24,8 mM/192 

mM) y SDS al 0,1 % pH 8,3. 

En otras ocasiones las muestras se cargaron 

en geles de gradiente de poliacrilamida comer-

ciales (3-8% NuPAGE® Tris-Acetate Gels o 4-12% 

NuPAGE® SDS-PAGE Gels, Life Technologies) y se 

empleó el sistema de electroforesis Novex® Mini-

Cell de Life Technologies siguiendo las recomen-

daciones de la casa suministradora. La electrofore-

sis de los geles se realizó empleando los tampones 

de carrera comerciales Novex® Tris-Acetate SDS 

Running Buffer o Novex® MES SDS Running Buffer, 

empleando un voltaje de 150 V durante un período 

de aproximadamente 1,5 horas. Las proteínas se 

transfirieron a membranas de PVDF (ImmobilonTM-

P, Millipore) utilizando el sistema Mini-Trans-Blot® 

de BioRad, usando como tampón Tris/Glicina (24,8 

mM/192 mM) y metanol al 10% pH 8,3; durante 90 

minutos a 100 V. 

8.4	 Inmunodetección de proteínas

En primer lugar, las membranas se bloquea-

ron en TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7,6;137 mM NaCl 

y Tween 20 de SIGMA al 0,3%) con seroalbúmina 

bovina al 3% o con leche desnatada al 5%, durante 

toda la noche a 4ºC o 45 minutos a temperatura 

ambiente.

Posteriormente se incubaron con el anti-

cuerpo primario a la dilución apropiada en solu-

ción de bloqueo durante 1 hora a temperatura am-

biente o durante toda la noche a 4ºC. Se lavaron 3 

veces durante 5-10 minutos con abundante TBS-T 

y se incubaron después con un anticuerpo secun-

dario anti-IgG unido a peroxidasa (HRP, horsera-

dish peroxidase) durante 45 minutos a temperatu-
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ra ambiente. Las membranas se volvieron a lavar 

3 veces con TBS-T y se añadió el sustrato para la 

detección de la actividad peroxidásica por quimio-

luminiscencia.

Se empleó el “kit” ECL de Amersham. Las 

proteínas reconocidas por los anticuerpos se de-

tectaron usando películas X Ray Film 100NIF (Fuji-

film). Los anticuerpos utilizados fueron:

1) Anticuerpo monoclonal frente a la pro-

teína GFP, JL-8 (Living ColoursTM, Clontech), a una 

dilución 1:2000.

2) Anticuerpo policlonal frente al epítopo 

GST unido a peroxidasa de rábano (Amersham), a 

una dilución 1:15000.

3) Anticuerpo monoclonal frente al epítopo 

HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilución 1:5000.

4) Anticuerpo monoclonal frente a tubulina 

(SIGMA) a una dilución de 1:10000.

5) Anticuerpo monoclonal anti-IgG de ratón 

unido a peroxidasa de rábano (Amersham), a una 

dilución 1:5000.

8.5	  Valoración de GTP-Rho1

8.5.1	 Producción de GST-C21RBD

La cantidad de Rho1 activa se determinó 

mediante el ensayo de precipitación con GST-

C21RBD. Este dominio sólo se asocia a Rho1 cuan-

do está unida a GTP. La proteína recombinante 

GST-C21RBD se obtuvo en una cepa DH5a de E. 

coli transformada con el plásmido pGEX-C21RBD. 

El plásmido pGEX-C21RBD lleva el fragmento de 

DNA que codifica el péptido C21 que contiene el 

dominio de unión a RhoA (RBD, Rho Binding Do-

main) de la proteína rhotequina fusionado a la se-

cuencia que codifica la proteína GST (Reid et al., 

1996). Las bacterias transformadas con el plásmi-

do pGEX-C21RBD se incubaron a 28ºC en 400 ml 

de medio LB con ampicilina (50 μg/ml) hasta que 

alcanzaron una DO600 de 0,6. En este momento, se 

añadió IPTG a una concentración final de 0,5 mM 

para inducir la expresión del gen que codifica la 

proteína de fusión correspondiente y se incubaron 

3 horas más a 28ºC. 

Se recogieron las células por centrifugación 

a 5000 rpm y se resuspendieron en 20 ml de tam-

pón PBS (tampón fosfato salino: 10 mM Na2HPO4, 

2 mM KH2HPO4, 137 mM NaCl y 2,7 mM KCl) frío 

al que se añadieron previamente inhibidores de 

proteasas (1 mM PMSF y 2 μg/ml de aprotinina, 

leupeptina y pepstatina) y lisozima (2 mg/ml). Tras 

30 minutos de incubación en hielo, las células se 

sonicaron 4 veces a una potencia de 14 μm de am-

plitud de onda durante 1 minuto. Se añadió Tritón 

TX-100 a una concentración final del 1% y se cen-

trifugaron las células lisadas a 10000 rpm durante 

1 hora a 4ºC. 

Posteriormente, se recogió el sobrenadante, 

se añadieron 300 μl de bolitas de glutatión-sefaro-

sa previamente equilibradas con PBS y se incubó 

durante 2 horas a 4ºC. A continuación, las bolas de 

glutatión-sefarosa con la proteína de fusión GST-

C21RBD unida, se lavaron 3 veces con 40 ml de 

PBS, recogiéndose por centrifugación a 3000 rpm. 

Por último, se resuspendieron al 50% en solución 

de lisis B: 50 mM Tris-HCl pH 7,6; 20 mM NaCl, 

glicerol al 10%, 2 mM MgCl2, 0,1 mM DTT y NP-40 

al 0,5%, con inhibidores de proteasas a la misma 

concentración que la descrita anteriormente.

La cantidad de proteína se cuantificó por 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% te-

ñido con azul de Coomasie Brilliant Blue R-250, 

comparándola con diferentes cantidades conoci-

das de seroalbúmina bovina.
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8.5.2	 Ensayo de unión

Se obtuvieron extractos celulares de la cepa 

silvestre que producía la proteína Rho1 fusionadas 

al epítopo HA en su extremo N-terminal tratada 

durante 2 horas con 12,5 mM HU o sin tratar, uti-

lizando tampón de lisis B (50 mM Tris-HCl pH 7,6; 

20 mM NaCl, glicerol al 10 %, 2 mM MgCl2, 0,1 

mM DTT y NP-40 al 0.5 %). Los extractos (2 mg de 

proteína total) se llevaron a 500 μl con tampón de 

lisis B y se añadieron 10 μg de GST-C21RBD aso-

ciado a bolas de glutatión-sefarosa. Se incubaron 

2-4 horas a 4ºC y se lavaron 4 veces con 1 ml de 

tampón de lisis B. Finalmente, los precipitados se 

resuspendieron en 30 μl de tampón de carga 2x, 

y se sometieron a SDS-PAGE en un gel del 12% 

que luego se transfirió a una membrana de PVDF, 

y se incubó con anticuerpos monoclonales anti-HA 

12CA5, para detectar la fracción de la proteína 

HA-Rho1p unida a GTP, que había precipitado al 

unirse al dominio C21RBD.

9.	 TÉCNICAS MICROSCÓPICAS 

Para llevar a cabo estas técnicas se emplea-

ron un microscopio Leica DM RXA, equipado con 

sistema de iluminación halógena y equipo de fo-

tografía digital. Además se utilizó el equipo Per-

sonal Deltavision Microscope (Applied Precision), 

que consta de un microscopio invertido Olympus 

IX-70.

9.1	 Microscopía de contraste de fases y con-

traste interferencial (Nomarski)

Las muestras se tomaron directamente de 

los cultivos incubados en medio líquido o en pla-

cas y se observaron en un microscopio Leica DM 

RXA equipado con un sistema de iluminación ha-

lógena, filtros para microscopía de contraste in-

terferencial (DIC) y contraste de fases, objetivos 

de inmersión en aceite y una cámara fotográfica 

digital Leica DFC350FX acoplada al microscopio. 

Asimismo, el microscopio estaba acoplado a un 

ordenador con el programa MetaMorf®.	

9.2	 Microscopía de fluorescencia

Para muestras fluorescentes se usaron los 

filtros adecuados que dejan pasar la luz UV de una 

determinada longitud de onda según los espec-

tros de excitación-emisión propios de los fluoro-

cromos o proteínas fluorescentes utilizadas. Las 

imágenes obtenidas de esta manera se procesaron 

con el programa Adobe Photoshop CS5.1 (Ado-

be System, Inc), Image J (Nacional Institutes of 

Health , USA) y el programa softWoRx® Resolve 3D 

(Applied Precision) del microscopio Deltavision.

9.2.1	 Fluorescencia directa con GFP

La proteína verde fluorescente (GFP) es un 

polipéptido de 238 aminoácidos procedente de la 

medusa Aequorea victoria que posee la capacidad 

de emitir luz verde cuando se excita con luz ultra-

violeta de longitud de onda de 395 nm. 

La GFP mantiene su capacidad para emitir 

luz verde cuando se expresa de forma heteróloga 

en células eucariotas o procariotas. Por ello suele 

usarse como sistema de detección de la expresión 

y localización subcelular de proteínas in vivo. Para 

ello, basta con fusionar la secuencia de DNA que 

codifica esta proteína con la del gen de la proteí-

na objeto de estudio y observar la expresión de la 

proteína híbrida al microscopio de fluorescencia.

Existe además la proteína roja fluorescente 

(DsRFP) que emite luz de 586 nm de longitud de 

onda cuando es exitada con luz de 556 nm. Se han 
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realizado modificaciones de la proteína RFP, como 

la mCherry, cuya luz de emisión es más brillante 

y estable, que emite luz de 610 nm de longitud 

de onda cuando es excitada con luz de 587 nm. 

El marcaje de parejas de proteínas con diferentes 

combinaciones de proteínas fluorescentes permi-

ten la realización de experimentos de colocaliza-

ción (Shaner et al., 2005).

La observación de proteínas marcadas se 

realizó en el equipo Personal Deltavision (Applied 

Precision, LLC) controlado mediante el software 

softWoRx® Resolve 3D. Las imágenes fueron cap-

turadas con una cámara CoolSNAP HQ2 (PHOTO-

METRICS) acoplada al microscopio. Las imágenes 

de proteínas marcadas mostradas en esta memoria 

corresponden a proyecciones máximas de 7 pla-

nos en z.

9.2.2	 Tinción con calcoflúor

El calcoflúor se une a los polímeros b-(1,3) y 

b- (1,4)-glucano de la pared celular de las levadu-

ras y la desorganiza, por lo que se usa tanto para 

detectar anomalías en la pared como para deter-

minar los lugares de crecimiento de la célula de-

pendiendo de su concentración y tiempo de tra-

tamiento (Nicholas et al., 1994) (Streiblova, 1984). 

El calcoflúor se excita al recibir luz de 372 nm de 

longitud de onda y emite fluorescencia azul.

El calcoflúor (Blancophor BBH, Bayer Cor-

poration), se preparó en agua a una concentración 

de 10 mg/ml. Para conseguir su total disolución se 

añadieron unas gotas de KOH 10 N. Se esterilizó 

por filtración y se guardó a 4ºC protegido de la luz.

La tinción con calcoflúor se realizó partiendo 

de cultivos líquidos creciendo en fase logarítmica. 

Las células se recogieron por centrifugación (5 mi-

nutos a 3000 rpm), se resuspendieron en una so-

lución de agua con calcoflúor a una concentración 

final de 300 g/ml y se incubaron de 1 a 3 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron 

y concentraron para observar su fluorescencia en 

un microscopio Leica DM RXA.

10.	 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS DA-

TOS

Para el análisis informático de las secuencias 

de DNA y de proteínas, alineamiento de secuen-

cias y mapas de restricción, se utilizaron los pro-

gramas DNAStar, DNAStrider y ClustalW. 

Las secuencias de genes y proteínas se ob-

tuvieron de la base de datos de S. pombe, The 

Wellcome Trust Sanger Institute Schizosaccha-

romyces pombe Gene DB (http://www.genedb.org/

genedb/pombe/), actualmente (http://www.pombase.

org).

El análisis de los dominios de las proteínas 

se realizó utilizando la base de datos Pfam (http://

pfam.sanger.ac.uk/). Las búsquedas bibliográfi-

cas se realizaron en la base de datos de MedLine 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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ANEXO I
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Tabla III: Estirpes utilizadas en este trabajo

Nombre Genotipo Origen

S. pombe

YS64 h-, leu1-32, his3D1, ura4D18, ade6M210 Colección YSM

VT14 h-, rgf1::his3+, leu1-32, his3D1, ura4D18, ade6M210 Colección YSM

PG40 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Colección YSM

SM146 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N1∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM59 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N1∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM63 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N2∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM48 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N2∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM55 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-DEP∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM52 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-DEP∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM57 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-FPTP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM50 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-FPTP-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM65 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-PH∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM15 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-PH∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM128 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-CNH1∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM17 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-CNH1∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM69 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-CNH2∆:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM19 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-CNH2∆-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

PG52 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-PTTR:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Colección YSM

SM99 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N302-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM101 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N535-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

EM56 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N302-535-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM322 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-N302-535(*NLS)-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM491 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-DEP∆(*NLS)-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

VT128 h-, leu1-32::GFP-rgf3:leu1+, his3D1, ura4D-18, ade6M210 Colección YSM

SM321 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1(*NLS)-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM302 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1(*NES1)-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

EM50 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1(*NES2)-GFP:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Este trabajo

SM335 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, crm1-809 Este trabajo

PG142 leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, cdc10-129 Colección YSM

SM447 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, cdc22-M45 Este trabajo

SM444 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, cdc17-M75 Este trabajo

PG135 leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, cdc25-22 Colección YSM

SM319 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, cds1::ura4+ Este trabajo

SM339 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, chk1::ura4+ Este trabajo

SM317 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, rad3::ura4+ Este trabajo

SM330 h-, rad24-GFP:kanMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM382 h-, rad24-GFP:kanMX6, rgf1-GST: ura4+, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM211 rgf1::his3+, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, rad24::ura4+ Este trabajo

SM370 h-, cds1-GFP:kanMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM384 h-, rad24-GFP:kanMX6, rgf1-GST: ura4+, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM394 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1(*NES1)-GFP:leu1+, rad24::ura4+ Este trabajo

SM374 h-, rgf1::his3+, leu1-32::rgf1(*NES1)-GFP:leu1+, cds1::ura4+ Este trabajo

SM616 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-9A-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo

SM671 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-6A-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo

SM533 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-3A-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo
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SM622 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-9E-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo

SM624 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-6E-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo

SM620 h-, rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-3E-GFP:leu1+, ura4D18 Este trabajo

SM680 rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, rad24-GST:kanMX6, ura4D18 Este trabajo

SM682 rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-9A-GFP:leu1+, rad24-GST:kanMX6, ura4D18 Este trabajo

SM449 h-, rad24-GFP:kanMX6, rgf1-GST: ura4+, cds1::hphMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

PG91 h-, cdc10-129, leu1-32 Colección YSM

PG93 h-, cdc10-129, rgf1::his3+, leu1-32 Colección YSM

SM421 h-, cdc22-M45 P. Sunnerhagen

SM431 h-, cdc22-M45, rgf1::natMX6 Este trabajo

SM420 h-, cdc17-M75 P. Sunnerhagen

SM430 h-, cdc17-M75, rgf1::natMX6 Este trabajo

NG69 h-, cdc25-22, leu1-32, ura4D18 Colección YSM

PG43 h-, cdc25-22, rgf1::his3+,  leu1-32, ura4D18, his3D1 Colección YSM

SM184 h-, rad24::ura4+, ura4D18 A. Bueno

VT96 h+, HA-rho1::rho1, leu1-32, ura4D18, ade6 P. Pérez

SM720 h-, rho1C17R::natMX6, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

PG172 h-, leu1-32::GFP-rho1:leu1+, his3D1, ura4D18, ade6M210 Colección YSM

SM653 h-, leu1-32::GFP-rho1-stop:leu1+, ura4D18, Este trabajo

SM305 h-, cds1::ura4+, ura4D18, leu1-32 A. Bueno

SM308 h-, rad22-YFP:kanMX6, ura4D18, leu1-32 A. Bueno

SM325 h-, cds1::ura4+, rgf1::his3+, ura4D18, leu1-32 Este trabajo

SM304 h-, chk1::ura4+, ura4D18, leu1-32 A. Bueno

SM331 h-, chk1::ura4+, rgf1::his3+, ura4D18, leu1-32 Este trabajo

SM429 h-, chk1-HA, ade6M216, leu1-32 P. Sunnerhagen

SM435 h-, chk1-HA, rgf1::natMX6, leu1-32 Este trabajo

SM426 h+, cdc25-HA:ura4+, ura4D18, leu1-32 P. Sunnerhagen

SM422 cdc25-HA:ura4+, rgf1::natMX6, ura4D18, leu1-32 Este trabajo

SM442 rgf1::kanMX6, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, aur:mCherry-atb2, ura4D18 Este trabajo

SM585 rgf1::natMX6, leu1-32::rgf1-GFP:leu1+, mis6-mCherry:hphMX6 Este trabajo

YS2544 h-, leu1-32, ura4D18, ade6M210, Ch16 (truncación del cromosoma III con ade6M216) S. Moreno

SM437 h-, rgf1::natMX6, leu1-32, ura4D18, ade6M210, Ch16 Este trabajo

SM474 h+, mad1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM497 rgf1::natMX6, mad1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

YS2600 h+, mad2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 S. Moreno

SM499 rgf1::natMX6, mad2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM479 h+, mad3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 S. Moreno

SM501 rgf1::natMX6, mad3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM481 h+, bub3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM507 rgf1::natMX6, bub3::kanMX4, leu1-32, ura4D1 Este trabajo

SM550 dam1::kan, leu1-32, ura4D18 T. Toda

SM586 rgf1::natMX6, dam1::kan, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM482 h+, duo1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM505 rgf1::natMX6, duo1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM490 h+, dad1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM543 rgf1::natMX6, dad1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo
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SM601 h+, dad2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM626 rgf1::natMX6, dad2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM484 h+, dad3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM503 rgf1::natMX6, dad3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM602 h+, dad5::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM628 rgf1::natMX6, dad5::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM558 ndc80-21:kan, leu1-32, ura4D18 T. Toda

SM588 rgf1::natMX6, ndc80-21:kan, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM483 h+, alp14::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM513 rgf1::natMX6, alp14::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM548 dis1::ura4+, leu1-32, ura4D18 T. Toda

SM590 rgf1::natMX6, dis1::ura4+, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM596 h+, tub1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM630 rgf1::natMX6, tub1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM597 h+, mto1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM632 rgf1::natMX6, mto1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM598 h+, pby1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM636 rgf1::natMX6, pby1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM495 h-, klp5::ura4+, leu1-32, ura4D18 S. Moreno

SM539 rgf1::natMX6, klp5::ura4+, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM496 h+, klp6::kanMX4, leu1-32, ura4D18 S. Moreno

SM541 rgf1::natMX6, klp6::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM201 flp1::kanMX6, leu1-32, ura4D18 A. Bueno

SM515 rgf1::natMX6, flp1::kanMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM203 dis2::ura4+, leu1-32, ura4D18 A. Bueno

SM517 rgf1::natMX6, dis2::ura4+, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM476 h+, sgo1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM509 rgf1::natMX6, sgo1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM488 h+, sgo2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM527 rgf1::natMX6, sgo2::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM475 h+, swi6::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM511 rgf1::natMX6, swi6::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM599 h+, sfi3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM634 rgf1::natMX6, sfi3::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM600 h+, fin1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 P. Pérez

SM638 rgf1::natMX6, fin1::kanMX4, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM642 cnp1-GFP:kanMX6, sid4-RFP:kan Este trabajo

SM675 cnp1-GFP:kanMX6, sid4-RFP:kan, rgf1::natMX6 Este trabajo

SM486 h+, cdc13-GFP:leu1+, leu1-32, ura4D18 J. Millar

SM525 cdc13-GFP:leu1+, rgf1::natMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM592 cdc13-GFP:leu1+, mad3::kanMX4,  rgf1::natMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

SM651 bub1-GFP:kan, leu1-32, ura4D18 S. Moreno

SM673 bub1-GFP:kan, rgf1::natMX6, leu1-32, ura4D18 Este trabajo

S. cerevisiae

AH109 MATa, trp1-901,leu2-3,-112, ura3-52, his3-200, gal4D, gal80D, LYS2::GAL1UAS-
GAL1TATA-HIS, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ Clontech
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E. Coli

DH5a 
F- f80dlacZDM 15, D(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, I-, thi-1, gyrA96, relA1

Life 
Technologies

CJ236 F', cat(=pCJ105 ; M13SCmR)/dut, ung1, thi-1, relA1, spoT1, mcrA Bio Rad

Tabla IV: Oligonucleótidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Utilidad

Rgf1-N∆-A 5’- CATTTGGATGCCGGTAATCAGATCTCATTGCTACTATAAA 
AA-3’

Construcción de pAL-rgf1-N1∆, 
pAL-rgf1-N1∆-GFP, pAL-

rgf1-N2∆ y pAL-rgf1-N2∆-GFP.

Rgf1-N∆-B 5’- CCAAAAACGGAAGGAAAAGATCTACTGTGCTCAATATTT 
TTC-3’

Construcción de pAL-rgf1-N1∆ y 
pAL-rgf1-N1∆-GFP. 

Rgf1-N∆-C 5’- CTTATGGCTGCTAGCAGATCTTATGCTTAAATGAAGATC- 3’
Construcción de pAL-rgf1-N2∆, 
pAL-rgf1-N2∆-GFP, 4X-N2∆ y 
pJK148-rgf1-N302-535-GFP.

Rgf1-loop-DEP 5’- GTAAAGCGAGATTTCTATCGGATCCACCGTCTTTCGTGAT 
AT-3’

Construcción de pAL-rgf1-DEP∆ 
y pAL-rgf1-DEP∆-GFP.

Rgf1-DEP-FPTP 5’- GGTGACTGCATGATCGCCCGGGGGGGCATTAGAATAAA 
TTAAAC-3’

Construcción de pAL-rgf1-FPTP y 
pAL-rgf1-FPTP-GFP.

Rgf1-loop-PH 5’- ACCCAAAAGTTGTAAGCTAAATGGACCACCACCCTTTGG 
TTTTACTATCAACAAAGC-3’

Construcción de pAL-rgf1-PH∆ y 
pAL-rgf1-PH∆-GFP.

Rgf1-Not-CNH1 5’- CCCATATAAAAGTCGACGGCGGCCGCCATCATAAACGC 
CTATCGC-3’

Construcción de pAL-rgf1-
CNH1∆ y pAL-rgf1-CNH1∆-GFP.

Rgf1-Not-CNH2 5’- CGTGGGTATATAAAGCTCGCGGCCGCCAATCCTCAATG 
GGTCTTG-3’

Construcción de pAL-rgf1-
CNH2∆ y pAL-rgf1-CNH2∆-GFP.

Rgf1-XhoI-BglII 5’-  CATTTGGATGCCGGTAATCAGATCTCATTGCTCGAGTAA 
AAA-3’

Construcción de 4X-N2∆ y 
pJK148-rgf1-N302-535-GFP. 

Rgf1-N302 5’- GCCTGCTAGCAGAAGCTATGCGGCCGCCTAAATGAAGA 
TCCGCGGG-3’

Construcción de  pJK148-rgf1-
N302-GFP.

Rgf1-N535 5’- CGGTGAGATTCGAGTGCCGCGGCCGCCCTCATTGTCCT 
CCAATTCC-3’

Construcción de  pJK148-rgf1-
N535-GFP.

Rgf1-NLS 5’- GAAAGTAAGGCAGCATATATAGCAGCTGCAGCAGCATTT 
TTATGAACAGGCGAG-3’

Construcción de pJK148-rgf1-
N302-535(*NLS)-GFP,  pJK148-

rgf1-DEP∆(*NLS)-GFP y  pJK148-
rgf1(*NLS)-GFP.

Rgf1-NES1 5’- GTTTCTCTTTGACCATGCTGCGGCCGCAGTAAAACCAAA 
GACTATT-3’

Construcción de pJK148-
rgf1(*NES1)-GFP.

Rgf1-NES2 5’- CCATTGAGGATTGTCAAAGAGGCATATGCACCCACGGA 
ATCAACTTCG-3’

Construcción de pJK148-
rgf1(*NES2)-GFP.
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Rad24-ATG 5’-CTCGAGCCATGGCTACTACTTCTCGTGAAGATGC-3’ Construcción de pGADT7-
rad24+.

Rad24-END 5’-CCCGGGGCTATCTATGCGTCCGCCTTGGGCTC-3’ Construcción de pGADT7-
rad24+.

Rgf1-Nde-END 5’- TCAAAAAAACCAAAATTACATATGCTTGTCTACATGCTGC 
TC-3’

Construcción de SK-rgf1-GST-
ura4+.

Rgf1-SmaI-2 5’- ACCAATATCCAATTAACCCGGGCCGTTATAAATAAAACG- 3’ Construcción de pGBKT7-rgf1+ y  
SK-rgf1-GST-ura4+.

Rad24-Tag-FW
5’- GCTGCTGGTGGTAACACCGAGGGAGCTCAAGAAAACGC 

TCCTTCCAATGCTCCAGAAGGCGAAGCTGAGCCCAAGG 
CGGACGCACGGATCCCCGGGTTAATTAA-3’

Marcaje del gen rad24+ con 
los epítopos GFP y GST en su 

extremo C’-terminal.

Rad24-Tag-RV
5’-  CAAGATCTAAACGAAAAAGAACTCTTAGACAAATAAATTT 

TTTAAAATTGGTTCATAGTAGTGAAAGTATGGCATCAATC 
ATGAGCAACGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3’

Marcaje del gen rad24+ con 
los epítopos GFP y GST en su 

extremo C’-terminal.

Cds1-Tag-FW
5’- GGTTTTACACTGTGAGCACACACGAACATCGTACTCCAC 

CATCATCGTCTGAACATGAGGCCACCGAACAGCTCAATT 
CTTCGAGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA-3’

Marcaje del gen cds1+ con GFP 
en su extremo C’-terminal.

Cds1-Tag-RV
5’- CAAGCGATTCTGTAACTGAAGCACACATGGCAAAGATCG 

CGTCGAGACGTCCAAAGGGATAGTAGTAGCTGGACAGA 
GTGGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3’

Marcaje del gen cds1+ con GFP 
en su extremo C’-terminal.

Cds1-Del-FW
5’- GCCCTCGTCTGACATGATAACTGCTTCTTTGGTAAAAGCT 

TGATCACTCATTTGCACGTTTATTTGCGGATCCCCGGGTT 
AATTAA-3’

Deleción del gen  cds1+.

Rgf1-Fos8 5’- GCCTTACTTTCTCGTGTTGCAGCTGAATTGTTAGATAGAC 
TACAG-3’

Construcción de pJK148-rgf1-
3A-GFP y   pJK148-rgf1-9A-GFP.

Rgf1-Fos9 5’- GCCCCTAAAAAAGCAAGGAAAGTTGCTGGCCATACAACT 
TTCTTTCGCGTA-3’

Construcción de pJK148-rgf1-
3A-GFP y pJK148-rgf1-9A-GFP.

Rgf1-Fos10 5’- GTTTGTTCCCTTCGATTGACGGCAGCTGCTGCCCACGCC 
AAAGAG-3’

Construcción de pJK148-rgf1-
3A-GFP y   pJK148-rgf1-9A-GFP.

Rgf1-Fos8E 5’- GCCTTACTTTCTCGTGTTGCAGAAGAATTGTTAGATAGAC 
TACAG-3’

Construcción de pJK148-rgf1-3E-
GFP y pJK148-rgf1-9E-GFP.

Rgf1-Fos9E 5’- GCCCCTAAAAAAGCAAGGAAAGTTGAAGGCCATACAAC 
TTTCTTTCGCGTA-3’

Construcción de pJK148-rgf1-3E-
GFP y   pJK148-rgf1-9E-GFP.

Rgf1-Fos10E 5’- GTTTGTTCCCTTCGATTGACGGAAGCTGCTGCCCACGCC 
AAAGAG-3’

Construcción de pJK148-rgf1-3E-
GFP y   pJK148-rgf1-9E-GFP.

Rho1-Stop 5’- GGAACTAAGAAGAAGAAGCGTTGACTGCAGATCTTGTTG 
TAAACAGCTTGTTTCC-3’

Construcción de pJK148-GFP-
rho1-Stop.
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Cnp1-Tag-FW
5’- GATACGAATTTATGTGCTATTCATGCTAAACGAGTGACG 
ATTATGCAACGAGACATGCAATTAGCCAGGAGGATTCGT 

GGTGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA -3’

Marcaje del gen cnp1+ con GFP 
en su extremo C’-terminal.

Cnp1-Tag-RV
5’- GCATGCTTAGAGTCTTATAATGAGTAGCTAAAGATCTGTC 

TCAAAATCACCTGATATCAATTAAACTGATCATACCTTAG 
CAATTCCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC -3’

Marcaje del gen cnp1+ con GFP 
en su extremo C’-terminal.
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ANEXO II
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MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

Medio YES (Yeast Extract Suplemented)

Glucosa 				    30 g/l

Extracto de levadura 			   5 g/l

Suplementos: 	 adenina,histidina,

 		  leucina, lisina y uracilo	 225 mg/l

Se usa para el crecimiento vegetativo de S. pombe. Inhibe la conjugación y la esporulación.

Medio MEA (Malt Extract Agar)

Extracto de Malta 			   30 g/l

Suplementos: 	 adenina, histidina, 

		  leucina y uracilo		 225 mg/l

Se usa para inducir la conjugación y la esporulación de S. pombe.

Medio Mínimo EMM (Edimburg Minimal Media)

Potasio hidrógeno ftalato	  	 3 g/l

Na2HPO4 				    2,2 g/l

NH4Cl 					     5 g/l

Glucosa 				    20 g/l

Sales 					     20 ml/l

Vitaminas 				    1 ml/l

Minerales 				    0,1 ml/l

Suplementos				    225 mg/l

Se usa para el crecimiento vegetativo de S. pombe.

Solución de Sales (50x):

MgCl2·6H2O 				    53,5 g/l

CaCl2·2H2O 				    0,74 g/l

KCl 					     50 g/l

Na2SO4 					    2 g/l

Solución de vitaminas (1000x):

Pantotenato sódico 			   1 g/l

Ácido nicotínico 			   10 g/l
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Inositol 					    10 g/l

Biotina 					    10 mg/l

Solución de minerales (10000x):

H3BO3 					     5 g/l

MnSO4 					    4 g/l

ZnSO4·7H2O 				    4 g/l

FeCl3·6H2O 				    2 g/l

H2MoO4·H2O 				    0,4 g/l

KI 					     1 g/l

CuSO4·5H2O 				    0,4 g/l

Ácido cítrico 				    10 g/l

Medio YEPD (Yeast Extract Peptone and Dextrose)
Extracto de levadura 			   10 g/l
Glucosa				    20 g/l
Peptona				    20 g/l

Se usa para el crecimiento vegetativo de S. 
Cerevisiae.

Medio YNB (Yeast Nitrogen Base)
Base nitrogenada sin aa		 7 g/l
Glucosa				    20 g/l
Mezcla de aa comercial a la concentración 
indicada por el fabricante.

Se usa para el crecimiento vegetativo de S. 
cerevisiae.

Medio LB (Luria-Bertani medium)
Bactotriptona				    10 g/l
Extracto de levadura			   5 g/l
NaCl					     10 g/l

Se usa para el crecimiento de E. coli.

Medio 2xYT
Bactotriptona				    16 g/l
Extracto de levadura			   10 g/l
NaCl					     10 g/l
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Tabla V: Tabla Soluciones stock de los compuestos añadidos a los medios de cultivo en este trabajo.

Producto Solución stock Origen
Geneticina G-418 50 mg/ml en agua SIGMA

ClonNat 100 mg/ml en agua Werner 
BioAgents

Higromicina B 100 mg/ml en agua InvivoGen
Ampicilina 50 mg/ml en agua Roche
Kanamicina 75 mg/ml en agua SIGMA

Caspofungina 2.5 mg/ml en agua SIGMA
FK506 1 mg/ml en DMSO Calbiochem
MgCl2 1 M en agua Fisher Chemical

Hidroxiurea 1 M en agua SIGMA
KCl 2.4 M en agua Fisher Chemical

Leptomicina B ≥95% en metanol:agua 7:3 SIGMA
Camtoptecina 10 mM en DMSO SIGMA

MMS ≥99% (líquido) SIGMA
Latrunculina A 5 mM en DMSO SIGMA

MBC 5 mg/ml en DMSO SIGMA
TBZ 20 mg/ml en DMSO SIGMA

Tiamina 20 mg/ml en agua SIGMA
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