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1. Las levaduras como organismo modelo

El término levadura se refiere al conjunto de hongos microscépicos unicelulares.
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe son dos especies de levadura
ampliamente empleadas en los estudios de biologia molecular y celular. Ambas especies
comparten una serie de caracteristicas que las hacen interesantes como organismos
modelo en estos campos de estudio. Entre estas cualidades destacan que crecen facilmente
en medios de cultivos simples, presentan tiempos de generacién cortos, se pueden
almacenar a largo plazo de forma sencilla y no son patdgenos. Ademads, se pueden
manipular genéticamente en el laboratorio con facilidad, lo que permite realizar diferentes
analisis genéticos y moleculares. Todo esto, unido a la secuenciaciéon del genoma de S.
cerevisiae en 1996 (Goffeau et al., 1996) y de S. pombe en 2002 (Wood et al., 2002), explica

el uso de estos microorganismos en los laboratorios de investigacion.

Estas levaduras, pese a encontrarse evolutivamente distantes de los metazoos, presentan
muchos procesos celulares en comun con ellos. En este sentido, el estudio de la fisiologia
celular de las levaduras ha ayudado (y sigue ayudando) a comprender el funcionamiento de
las células humanas. Ademas, la investigacion con levaduras también es util para entender
los mecanismos moleculares de diversas enfermedades humanas como el cancer, procesos
degenerativos, enfermedades metabdlicas y distintas enfermedades infecciosas. De hecho,
un 25% de los genes de humanos causantes de enfermedades tienen su homdlogo en

levaduras (Bassett et al., 1996).

A pesar de presentar ciertas caracteristicas compartidas, S. pombe y S. cerevisiae son dos
especies muy alejadas evolutivamente, ya que divergieron de un ancestro comun hace
entre 330 y 420 millones de afios (Sipiczki, 2000). Por tanto, estudiar diferentes procesos
celulares en ambos organismos puede aportar informaciéon complementaria, ademas de

ayudar a comprender las caracteristicas conservadas en estos procesos.

2. La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe

El presente trabajo se ha llevado a cabo utilizando la levadura de fisién

Schizosaccharomyces pombe. Este microorganismo es un hongo unicelular perteneciente a
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los ascomicetos. Tiene un genoma de 13,8 Mb que contiene 5064 genes codificantes de
proteinasy esta repartido en tres cromosomas: | (5,7 Mb), 11 (4,6 Mb) y Il (3,5 Mb; Pombase,

https://www.pombase.org/).

Esta levadura fue aislada por primera vez por Paul Linder en 1893 de una muestra de
cerveza del este de Africa. A este descubrimiento debe su nombre, ya que pombe significa
cerveza en suajili. Sin embargo, la mayoria de las estirpes utilizadas en el laboratorio derivan
de una cepa aislada en un zumo de uva por A. Osterwalder en 1921. Tiempo después U.
Leupold observé que en la muestra de Osterwalder habia una cepa homotalica (tipo sexual
h?%) y dos cepas heterotdlicas (tipo sexual h* y h") que provenian de la primera (Leupold,
1949). El hecho de que las cepas usadas actualmente en los laboratorios desciendan de
estas, hace que se trabaje con cepas practicamente isogénicas entre los diferentes grupos
de investigacion. Esto reduce la variabilidad de los resultados obtenidos entre distintos

laboratorios con respecto a S. cerevisiae, donde existen diferentes fondos genéticos.

2.1. Ciclo de vida de S. pombe

La levadura de fisién presenta un ciclo de vida en el que se alternan las fases haploide y
diploide en funcién de una serie de factores ambientales y de la interaccion entre células
de distinto tipo sexual (Figura 1). Las células de esta levadura son haploides en condiciones
normales y presentan una morfologia cilindrica que se mantiene a lo largo del ciclo celular.
Las células haploides presentan dos tipos sexuales complementarios y excluyentes: h* o h".
Estas células poseen un tamafio de 3-4 um de didmetro y 7-8 um de largo tras dividirse. A
continuacion, van creciendo por los polos celulares manteniendo un didmetro constante y
aumentando su longitud hasta las 12-15 um. Cuando alcanzan este tamafio, se forma un
septo de division que separa a las células por la mitad, produciendo dos células hijas
idénticas en tamafio. Este proceso de divisién se denomina fisidén celular, y por ello S. pombe
también es conocida como la levadura de fision. Esta parte de la fase haploide se denomina
ciclo celular mitético o vegetativo y en ella ocurre el aumento poblacional de la levadura.
Cuando las condiciones del medio cambian y se agota la fuente de nitrégeno, las células del
tipo sexual complementario (h* y h’) entran en contacto, en un proceso conocido como

conjugacién, y se fusionan formando un cigoto diploide. Este es inestable y su nucleo sufre
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una divisién meidtica, lo cual da lugar a un asca cigdtica con cuatro ascosporas haploides en
su interior. Cuando el asca estd madura se produce su dehiscencia y se liberan las
ascosporas. Estas germinan cuando las condiciones del medio vuelven a ser favorables,
generando de nuevo células haploides y reiniciandose asi el ciclo. Los cigotos diploides se
pueden mantener si se inoculan en medio rico antes de que ocurra la meiosis. Esto daria
lugar a un ciclo mitético diploide. Si el medio se empobrece, los diploides esporularian

originando un asca acigotica.

Las estirpes h* y h” son heterotdlicas, por lo que necesitan un compafiero de tipo sexual
opuesto para conjugar. Sin embargo, también existe una estirpe homotalica denominada
h?°, que es capaz de conjugar consigo misma. Esto es asi porque las células de esta estirpe

pueden cambiar de tipo sexual entre h* y h” cada dos generaciones (Leupold, 1958).

©

Fase haploide

@@ Conjugacion entre
células de tipo

\_/ sexual opuesto

Limitacion de
nutrientes

Formacion del

b cigoto Limitacién de
®@ O _— @ nutrientes
Ascosporas
O ® latentes Meiosisy o
v esporulacién Fase diploide

A

Asea % Meiosis y

cigotica @ S
esporulacion

e

Asca acigotica

0000

Figura 1. Ciclo de vida de S. pombe. Representacion de las distintas fases del ciclo de vida de la levadura
de fisidn. Los colores indican dos tipos sexuales diferentes (h*y h).
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3. El trafico intracelular de proteinas

La célula eucariota contiene diversos compartimentos membranosos intracelulares u
organulos. Cada uno de ellos esta especializado en la realizacién de unas funciones
determinadas. Sin embargo, los diferentes organulos no son estructuras aisladas, sino que
existe comunicacion entre ellos para integrar las diferentes funciones celulares. Permitir
esta comunicacion y el intercambio de diferentes elementos (proteinas, lipidos...), es la
funcidn principal del trafico intracelular. Ademas, este facilita la comunicacion de la célula
con el medio exterior mediante procesos como la secrecidn o la endocitosis. Las rutas
secretora y endocitica estdn compuestas por compartimentos membranosos que se
comunican a través de la generacion, movimiento y fusién de vesiculas con cubiertas
(Behnia and Munro, 2005; Palade, 1975; Shikano and Colley, 2013). El tréafico vesicular
permite el transporte de cargos solubles y componentes de membrana entre
compartimentos, contribuyendo al mantenimiento de su composicidn proteica y lipidica. En
estos procesos participa la membrana plasmatica (MP) y el sistema de endomembranas,
gue esta formado por una serie de compartimentos intercomunicados. Estos son el reticulo
endoplasmico (RE), el aparato de Golgi, los endosomas y los lisosomas en mamiferos o las

vacuolas en plantas y levaduras (Figura 2).

Las proteinas son uno de los elementos a transportar o cargos mas importantes. Estas
tienen que ser llevadas desde el lugar en el que se sintetizan hasta el lugar donde realizan
su funcién. Las proteinas solubles en el citoplasma pueden alcanzar la membrana de un
determinado organulo uniéndose a una proteina y/o a un lipido presente en él. Sin
embargo, las proteinas transmembrana y las proteinas solubles del lumen de los orgdnulos
necesitan mecanismos especializados para transportarse. Estas proteinas se sintetizan en
el RE, donde tiene lugar un complejo proceso de plegamiento y ensamblaje. Posteriormente
son transportadas hacia el aparato de Golgi, desde donde se distribuyen hacia otros
compartimentos celulares. El Golgi juega un papel fundamental en el trafico vesicular. En
particular, la red trans del Golgi (TGN, trans-Golgi Network) y los endosomas tempranos,
que en levadura se pueden considerar compartimentos equivalentes (Day et al., 2018),

sirven como centros de clasificacion que conectan las rutas secretora y endocitica. De esta
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forma, se pueden enviar proteinas y lipidos a la MP, al sistema endosomal prevacuolar
tardio (PVE) o directamente a las vacuolas/lisosomas. Ademas, todas estas rutas son
bidireccionales, por lo que el TGN puede recibir también material celular de todos estos
compartimentos. Este transporte requiere la participacion de una serie de proteinas
denominadas cubiertas y adaptadores (Anitei and Hoflack, 2011; Barlowe and Miller, 2013;
Boehm and Bonifacino, 2001; Bonifacino and Lippincott-Schwartz, 2003; De Matteis and
Luini, 2008; Hirst and Robinson, 1998; Lemmon and Traub, 2000; Park and Guo, 2014; Tan
and Gleeson, 2019).

El trafico intracelular es un proceso complejo que tiene que suceder de manera regulada y
coordinada. La alteracidn de este proceso a distintos niveles es la base de una gran variedad
de enfermedades humanas como algunos tipos de cdancer, ciertos procesos
neurodegenerativos y algunas patologias metabdlicas (Abubakar et al., 2017; Howell et al.,
2006; Leto and Saltiel, 2012; Tzeng and Wang, 2016; Wang et al., 2014). En este sentido, los
estudios realizados en levaduras han permitido la identificacion de gran parte de los
efectores, los complejos proteicos y las rutas de trafico presentes en las células eucariotas,

la mayor parte de los cuales se encuentran conservados en metazoos (Feyder et al., 2015).
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Figura 2. Las rutas de trafico intracelular. Esquema del trafico entre los distintos compartimentos del
sistema celular de endomembranas en una célula eucariota modelo. Las flechas representan las etapas de
transporte de cargo entre compartimentos, mediadas por vesiculas o prolongaciones tubulares
membranosas. La ruta secretora y la endocitica estan interconectadas a través del TGN, compartimento
que recibe, clasifica y envia el cargo al destino subcelular correspondiente. Adaptado de Bonifacino y Glick,
2004.
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3.1. Mecanismos de trafico vesicular

La teoria del transporte vesicular de proteinas fue propuesta por George Palade en 1975,
basandose principalmente en estudios de microscopia electrénica. En ella se postula que el
trafico de proteinas entre los distintos organulos celulares se produce a través de vesiculas
gue geman desde un compartimento membranoso donador y son transportadas hasta un
compartimento receptor (Palade, 1975). Posteriormente, gracias al trabajo de numerosos
grupos de investigacién, se ha conseguido profundizar en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que facilitan el trafico vesicular. De forma resumida este proceso
consta de los siguientes pasos: formacién y escisién de la vesicula en el compartimento
donador, transporte de la misma a través de la célula, desensamblaje de la cubierta, anclaje
a la membrana del compartimento de destino y fusidon con el mismo. Todos estos pasos
estdan muy regulados para asegurar que las proteinas lleguen a su destino correcto. La
formacién de la vesicula comienza por una acumulacién de ciertos elementos en una zona
concreta de la membrana del orgdnulo donador. Asi, el material lipidico y proteico a
transportar se va agrupando en esas zonas. Aunque se desconoce el mecanismo preciso
gue inicia el proceso, se sabe que las GTPasas y ciertos lipidos como los fosfoinositidos
juegan un papel importante, confiriendo de identidad a las membranas. A continuacion se
va a hablar con mas detalle de algunos de los componentes que participan en el trafico
vesicular.

3.1.1. GTPasas pequeias

Las proteinas G monoméricas o GTPasas pequenas son enzimas que catalizan la hidrdlisis
del guanosin trifosfato (GTP) para generar guanosin difosfato (GDP) y Pi. Pertenecen a la
superfamilia de proteinas Ras y son reguladores esenciales del trafico vesicular. Estas
proteinas son interruptores moleculares y su estado de activacion depende de la unién a
nucledtidos de guanina. Si estdn unidas a GTP, se encuentran en estado activo y asociadas
a la membrana. Esto facilita la posterior interaccion con diferentes efectores presentes en
ellay el reclutamiento de otras proteinas que participan en trafico, como los adaptadores y
las cubiertas. La capacidad inherente de estas proteinas para la hidrdlisis de GTP a GDP

promueve su inactivacion y liberacion al citosol. Los GAPs (GTPase-Activating Proteins)
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promueven esta hidrélisis de GTP a GDP mientras que los GEFs (Guanine nucleotide
Exchange Factors) catalizan el intercambio de GDP por GTP (Revisado por Garcia y Vicente-
Soler; Garcia et al., 2022 y Vicente-Soler et al., 2021). Ademas, en algunas GTPasas que
llevan unidos grupos farnesilo o geranilgeranilo en su extremo C-terminal, las GDIs (Guanine
nucleotide Dissociation Inhibitors) secuestran su forma unida a GDP en el citosol para evitar
su activacion por GEFs y su unidn a la membrana (Cherfils and Zeghouf, 2013). Diferentes

GTPasas participan en distintos pasos y rutas de trafico, aportando especificidad al sistema.

3.1.2. Fosfoinositidos

Los lipidos tienen un papel importante en el proceso de vesiculaciéon. Algunos son
importantes para conferir curvatura a la membrana. Los fosfoinositidos especificamente
facilitan el reclutamiento y/o la activacion de proteinas efectoras como las GTPasas o los
adaptadores de clatrina (De Craene et al., 2017). Los fosfoinositidos estan formados por una
molécula de inositol unida por un fosfato a una de diacilglicerol. Este lipido se puede
fosforilar en diferentes posiciones dentro de la molécula de inositol, dando lugar a distintos
fosfoinositidos. Cada uno de ellos predomina en un orgdnulo determinado y es capaz de
unir diferentes efectores, lo que confiere identidad a las membranas (De Craene et al.,
2017). Asi, en el aparato de Golgi predomina el fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) cuyo
gradiente de concentracion permite el reclutamiento gradual de diferentes adaptadores de
clatrina en el TGN (Daboussi et al.,, 2012). En la MP hay PI4P, aunque predomina el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato [PI1(4,5)P2], que facilita la unién del complejo adaptador de
clatrina AP-2 (Collins et al., 2002; Gaidarov and Keen, 1999; Rohde et al., 2002). En los
endosomas tempranos de mamiferos o en el endosoma prevacuolar de levaduras
predomina el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), que posibilita la unién del complejo ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) y del retrdbmero a estos
compartimentos (Raiborg, 2001; Stahelin et al., 2002; Yu and Lemmon, 2001). Por ultimo,
en los lisosomas de mamiferos o vacuolas de levaduras predomina el fosfatidilinositol 3,5-
bisfosfato [PI(3,5)P2], que es importante para la unién de una subunidad del ESCRT en
mamiferos y de las epsinas Ent3 y Ent5 en levaduras (Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003;

Whitley et al., 2003).
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3.1.3. Proteinas de cubierta y adaptadores

En la mayoria de ocasiones la formacién de las vesiculas de transporte estda mediada por
proteinas “de cubierta”, que son proteinas solubles presentes en el citoplasma. Al unirse a
la membrana, estas proteinas promueven su curvatura, facilitando el proceso de
vesiculaciéon. Ademas, reconocen a los cargos de manera directa o indirecta a través de
adaptadores solubles y/o receptores transmembrana. De esta forma participan en el
proceso de seleccién y agrupaciéon de los cargos. El reclutamiento de las proteinas de la
cubierta a las membranas esta mediado por su interaccién, directa o indirecta, con distintos
elementos como los cargos, los lipidos y las GTPasas (Bonifacino and Glick, 2004;
Paczkowski et al., 2015). Hay distintas proteinas de cubierta y adaptadoras que participan

en diferentes rutas de trafico. A continuacion, se habla con mas detalle de cada una de ellas.

3.2. Trafico mediado por clatrina

3.2.1. Clatrina: estructura y funcion

La clatrina necesita la unién de un complejo adaptador para formar la cubierta vesicular.
Este tipo de cubiertas participan en el trafico desde el TGN/endosomas tempranos hacia la
MP o hacia el PVE o las vacuolas, y desde la MP hacia el interior celular (en el caso de la
endocitosis). Existen diferentes proteinas adaptadoras que se asocian con clatrina y
participan en diferentes rutas de trafico (figura 3A). Estos adaptadores pueden actuar en
forma de complejos proteicos, como los adaptadores AP, o pueden ser monoméricos, como
los GGAs y las epsinas (Boehm and Bonifacino, 2001; Bonifacino and Lippincott-Schwartz,

2003; Lafer, 2002).

La unidad estructural o de ensamblaje de la clatrina se denomina trisquelidon. Esta
compuesto por un trimero de cadenas pesadas de clatrina (Chcl) unidas por su extremo C-
terminal de forma radial, a las que se unen tres cadenas ligeras (Clc1) de forma paralela
(Figura 3B, panel superior; Kirchhausen and Harrison, 1981; Ungewickell and Branton,
1981). Para formar una vesicula se ensamblan en la membrana aproximadamente 36

trisqueliones, dando lugar a una estructura poliédrica con caras hexagonales y pentagonales
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que constituye un enrejado de clatrina alrededor de la membrana de la vesicula (Figura 3B,

panel inferior).
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Figura 3. Cubiertas y adaptadores en el trafico vesicular de levaduras. (A) Esquema resumen con las
distintas rutas del trafico a partir del TGN, y las cubiertas y adaptadores implicados en ellas. RE, reticulo
endoplasmatico; TGN, red trans del Golgi; MP, MP; PVE, endosoma prevacuolar. Adaptado de Day et al.,
2018. (B) Panel superior, representacion de la estructura de un trisquelidn. Panel inferior, organizacion
de la cubierta de clatrina. Adaptado de Mechanobiology Institute (MBI), University of Singapore.

3.2.2. Adaptadores de clatrina
La clatrina carece de dominios de unién a las membranas, por lo que necesita interaccionar
en el TGN con otras proteinas denominadas adaptadores (complejos AP, GGAs y epsinas
entre otros), que facilitan su reclutamiento para recubrir vesiculas destinadas a la MP o a
las vacuolas (Bonifacino and Lippincott-Schwartz, 2003; Buser and Spang, 2023; Hirst and
Robinson, 1998; Tan and Gleeson, 2019). Estos adaptadores se asocian a la membrana
mediante la interaccidn con las GTPasas, los fosfoinositidos y los cargos, aunque estas
interacciones varian dependiendo del adaptador. Los adaptadores difieren entre si tanto en
su estructura (Figura 4) como en las distintas rutas de trafico en las que intervienen (Figura

3).
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Complejos adaptadores (APs)

Los complejos adaptadores de tipo AP (Assembly Polypeptides) son complejos solubles
citosdlicos que tienen un papel crucial en la seleccion de cargo y la formacidn de vesiculas.
Reconocen e interactian especificamente con secuencias de los dominios citoplasmaticos
de proteinas cargo transmembrana, y reclutan a la clatrina y a otras proteinas accesorias
para el empaquetamiento de los cargos seleccionados en vesiculas secretoras (Park and
Guo, 2014).

En mamiferos se conocen hasta el momento cinco complejos adaptadores AP denominados
AP-1 a AP-5. Evolutivamente AP-5 fue el primero en divergir, seguido de AP-3 y AP-4,
mientras que AP-1 y AP-2 son los mas intimamente relacionados (Dacks and Robinson,
2017; Hirst et al., 2014). Estos complejos se asocian a la MP, al TGN y a los endosomas,
mediando el trafico entre estos compartimentos. De estos complejos sélo AP-1, AP-2 y AP-
3 interaccionan con clatrina, mientras que AP-4 y AP-5 ejercen su funcidn sin unirse a ella.
En levaduras solamente se han descrito tres complejos pertenecientes a esta familia, AP-1,
AP-2 y AP-3 (Boehm and Bonifacino, 2001; Hirst et al., 2013; Park and Guo, 2014). En S.
cerevisiae se ha descrito interaccidn fisica de la clatrina con el adaptador AP-1, pero no con
los otros dos adaptadores (Lemmon and Traub, 2000; Yeung et al., 1999). En S. pombe por
el momento sélo se ha detectado interaccion fisica de clatrina con AP-2 (de Ledn et al.,

2016).

El complejo AP-1 participa en el trafico bidireccional entre el TGN y la MP, ejerciendo una
funciéon que esta conservada desde levaduras hasta mamiferos (Anton-Plagaro et al., 2021;
Buser et al., 2018; Robinson et al., 2010; Valdivia et al., 2002). En los ultimos anos varios
estudios han revelado una funcién de AP-1 en la secrecién polarizada de proteinas hacia la
MP. En Arabidopsis thaliana, AP-1 puede verse mediante microscopia en vesiculas
secretoras saliendo del TGN (Shimizu et al., 2021), y ademas es necesario para la secrecion
polarizada en Candida albicans y Aspergillus nidulans y para la localizacién apical de
proteinas en células epiteliales (revisado por Duncan; Duncan, 2022). En mamiferos, AP-1

se recluta a la membrana del TGN y endosomas mediante su interaccién con la GTPasa Arfl
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(que favorece el cambio conformacional del complejo de una forma cerrada a una forma
abierta), con el PI4P y con el cargo (Figura 4B; Ren et al., 2013; Wang et al., 2003). En estos
organismos, el complejo AP-1 participa en el transporte del receptor de la manosa 6-fosfato
(MPR) entre el TGN y endosomas. También estd implicado en el transporte de diferentes
proteinas de membrana desde el aparato de Golgi o los endosomas hasta la MP basolateral

de las células epiteliales (Boehm and Bonifacino, 2001; Bonifacino, 2014).

En S. cerevisiae, diferentes mutaciones en los componentes del complejo AP-1 producen
letalidad sintética con mutaciones en el gen CHC1 y producen pequeios defectos en el
procesamiento de la feromona factor a (Phan et al., 1994). Ademds, AP-1 es necesario para
el reciclaje o retencién de distintas proteinas dentro del TGN, como las proteasas Kex2 y
Stel3 (Foote and Nothwehr, 2006; Ha et al., 2003), la SNARE Tlgl (Yeung and Payne, 2001),
la enzima quitina sintasa Chs3 (Valdivia et al., 2002), la permeasa general de aminoacidos
Gapl(O’Donnell et al., 2010), la proteina necesaria en el proceso de conjugaciéon Fusl
(Barfield et al., 2009), la proteina pridnica Pin2 (Ritz et al., 2014) y la translocasa de
fosfolipidos (PL) Drs2 (Liu et al., 2008). En ausencia de algunos de los componentes del
complejo AP-1, estas proteinas aparecen deslocalizadas en la MP o en la vacuola en lugar

de ser retenidas de forma eficiente en el TGN.

En S. pombe la ausencia de alguna de las subunidades del complejo AP-1 provoca fenotipos
mas severos que en S. cerevisiage. Los fenotipos observados son sensibilidad térmica,
defectos en citocinesis y alteraciones en la integridad de la pared celular, en la fusién de
vacuolas, en la secrecion de diversas enzimas y en la morfologia del aparato de Golgi (Kita
et al., 2004). En los mutantes de las subunidades del complejo AP-1 se deslocalizan algunas
proteinas como la SNARE Syb1, la enzima B(1,3)-glucano sintasa Bgsl y la GTPasa Rho3,
disminuyendo su localizacion en los sitios de secrecidn polarizada y quedando parcialmente
retenidas en el TGN. Esto resalta la importancia que tiene el complejo AP-1 en el trafico
vesicular desde esta estructura (Kita et al., 2004, 2011; Ma et al., 2009; Yu et al., 2012,
2013).
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El complejo AP-2 participa en la endocitosis, actuando entre la MP y el PVE. A diferencia de
AP-1, la unién con el PI(4,5)P2 es suficiente para favorecer el cambio conformacional

necesario para la union con las proteinas cargo.

El complejo AP-3 también se localiza en el TGN y endosomas, aunque lo hace en
compartimentos diferentes a los que contienen AP-1 (Peden et al., 2004; Theos et al., 2005).
Se recluta a las membranas de forma dependiente de Arfl y participa en el transporte

directo desde el TGN a las vacuolas (Boehm and Bonifacino, 2001).
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Figura 4. Estructura de los diferentes adaptadores de clatrina. (A) Representacion de la estructura de los
complejos APs. Se muestran las subunidades que los componen y los dominios importantes para su
funcién. Adaptado de Park and Guo, 2014. (B) Esquema que muestra la interaccion de AP-1 con clatrina 'y
otros factores del TGN que permiten su reclutamiento. Adaptado de Canagarajah et al., 2013. (C)
Representacion de la estructura de los adaptadores GGAs y de los factores con los que interaccionan. Ub,
ubiquitina. (D) Esquema de la estructura de las epsinas endosomales de S. pombe y S. cerevisiae. Se indica
el tamafio en numero de aminoacidos. Adaptado de Duncan et al., 2003.

Adaptadores GGAs
Los GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear-containing, Arf-binding proteins) son adaptadores
de clatrina monoméricos que se identificaron inicialmente en base a su similitud con la
secuencia del dominio apéndice del complejo AP-1. Participan en el trafico desde el TGN al

PVE/endosoma tardio, aunque también se ha descrito su papel en la retenciéon de proteinas
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en el TGN (Doray et al., 2021) y en el trafico retréogrado desde el PVE (Buser et al., 2022;
Buser and Spang, 2023; Yanguas et al., 2019). En mamiferos existen tres GGAs denominados
GGA1, GGA2 y GGA3. En S. cerevisiae estan conservados dos de estos adaptadores, GGAly
GGA2, y en S. pombe también existen dos, denominados gga21+ y gga22+ por presentar
mayor similitud con el gen GGA2 de S. cerevisiae (Bonifacino and Glick, 2004).

El dominio VHS en mamiferos es el responsable de unirse al cargo mediante el
reconocimiento de motivos acidicos dileucina en las partes citosoélicas de los mismos (Misra
et al., 2002). En levaduras, este dominio presenta una funcién diferente, siendo importante
para la localizacidn del adaptador, ya que facilita la interaccién con el PI4P presente en el
TGN y con otras proteinas accesorias (Daboussi et al., 2017; Demmel et al., 2008; Singer-
Kriger et al., 2008). El dominio GAT presenta un sitio de unién a la GTPasa Arfl, importante
para el reclutamiento de los GGAs al TGN (Dell’Angelica, 2000; Puertollano et al., 2001).
Ademas, este dominio contiene otro sitio por el que reconoce cargos ubiquitinados (Scott
et al., 2004; Shiba et al., 2004). El dominio GAE, que presenta similitud con el dominio
apéndice de la subunidad Y del complejo AP-1, permite la unién con otras proteinas
accesorias como Y-sinergina, p56 y epsinR en mamiferos y Ent3 y Ent5 en levaduras (Duncan

et al., 2003; Lui et al., 2003; Page et al., 1999).

En mamiferos, las proteinas GGAs se localizan en el TGN y los endosomas (Uemura et al.,
2018; Uemura and Waguri, 2020) y son esenciales para el transporte de diferentes
hidrolasas y de sus receptores hacia los lisosomas. También participan en el reciclaje de
algunas proteinas hacia la MP (Sahgal et al., 2019). Ademads, muestran una relacion
funcional con el complejo AP-1 en el transporte entre el TGN y los endosomas tempranos
(Doray et al., 2002; Hirst et al., 2012). Esta relaciéon no esta clara porque AP-1 y GGAs
parecen tener funciones colaborativas en el trafico anterégrado desde el TGN, pero

funciones distintas en la organizacién de los endosomas (Tan and Gleeson, 2019).

En S. cerevisiae la delecién conjunta de GGA1 y GGA2 produce alteraciones en el trafico de
algunas proteasas vacuolares como la proteina soluble carboxipeptidasa Y (Cpyl) vy la
carboxipeptidasa S (Cpsl), que es una proteina transmembrana (Costaguta et al., 2001;

Dell’Angelica, 2000; Hirst et al., 2000; Zhdankina et al., 2001). También se han visto defectos
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en el trafico hacia el PVE de la SNARE Pep12, de la proteasa Kex2 y de Egol (subunidad del
complejo EGO/GSE regulador de TORC1) en estos mutantes (Black and Pelham, 2000;
Costaguta et al., 2001; De et al., 2013; Hatakeyama et al., 2019). Ademas, los GGAs regulan
el trafico hacia la vacuola de proteinas ubiquitinadas como Gap1, Sit1, Furd y Arnl (Bilodeau
et al., 2004; Deng et al., 2009; Erpapazoglou et al., 2008; Scott et al., 2004). Los resultados
de todos estos estudios indican que los GGAs son importantes para el trafico desde el TGN
hacia el PVE y la vacuola. Sin embargo, la zona de actuacidn de estos adaptadores podria
ser mas amplia debido a que presentan interaccién fisica con otras proteinas implicadas en
el transporte dentro del propio TGN, como AP-1, Ent3 y Ent5 (Anton-Plagaro et al., 2021;
Costaguta et al., 2001; Duncan et al., 2003). En consonancia con esto, los GGAs estdn
implicados en la retencion de la quitina sintasa Chs3 en el TGN y en el reciclaje de la SNARE

Sncl hacia la MP (Black and Pelham, 2000; Copi¢ et al., 2007).

Adaptadores de tipo epsina

Las epsinas son otra clase de adaptadores monoméricos de clatrina. Estructuralmente se
caracterizan por poseer un dominio ENTH (Epsin N-Terminal Homology) en su zona N-
terminal (Figura 4D). A través de este dominio pueden interactuar con fosfatidilinositoles y
con los cargos. Ademas, las epsinas suelen tener zonas de unién a clatrina fuera de este
dominio. Algunas de estas proteinas pueden tener también zonas de interaccidon con
ubiquitina (Duncan et al., 2003; Friant et al., 2003; Mills et al., 2003). Dependiendo del
organismo existen distintas epsinas que pueden participar en el proceso de endocitosis o
en el trafico desde el TGN y los endosomas. A continuacién, se van a describir con mas
detalle las epsinas implicadas en este ultimo proceso.

En mamiferos se ha determinado que epsinR es importante para el correcto trafico de
ciertas SNAREs entre el TGN, los endosomas y los lisosomas (Chidambaram et al., 2004,
Hirst et al., 2004). El dominio ENTH de epsinR es necesario para la interaccién con los cargos
y con el PI4P presente en el TGN, y su insercion en la membrana, de forma dependiente de
Arfl, favorece la deformacién de la misma (Hirst et al., 2003; Mills et al., 2003). Ademas,
esta proteina interacciona con otros adaptadores de clatrina como AP-1 y GGAs (Mills et al.,

2003).
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En S. cerevisiae hay cinco proteinas de tipo epsina. Entl y Ent2 participan en el proceso de
endocitosis (Reider and Wendland, 2011). Ent3 y Ent5 participan en el trafico desde el TGN
y el PVE. Estd descrito que facilitan el transporte de algunas SNAREs que participan en el
trafico entre TGN, PVE y vacuola, como Vtil, Pepl12 y Syn8 (Black and Pelham, 2000;
Chidambaram et al., 2004; Zimmermann et al., 2010). Ademds, participan en el transporte
de las proteasas vacuolares Cpy1, Cpsly Phmb5 hacia la vacuola (Eugster et al., 2004; Friant
et al., 2003). También son necesarias para el correcto trafico hacia la vacuola de proteinas
ubiquitinadas como Arn1l (Deng et al., 2009). Ademas de participar en el trafico anterégrado
hacia el PVE y la vacuola, también participan en la retenciéon de Chs3 en el TGN y en el
reciclaje de la SNARE Sncl y de la caseina quinasa Yck2 hacia la MP (Black and Pelham, 2000;
Copi¢ et al., 2007; Zimmermann et al., 2010). Aunque en los mutantes sencillos ent3A y
ent5A se produce algun fenotipo especifico, en general es necesario delecionar ambos
genes para observar defectos en el trafico de proteinas, indicando que poseen funciones

parcialmente redundantes.

Las epsinas interaccionan con las proteinas cargo, con otras proteinas adaptadoras y con la
clatrina para facilitar el transporte. En este sentido Ent3 y Ent5 presentan una relaciéon
compleja con las otras proteinas adaptadoras y con la clatrina. Ent3 y Ent5 interaccionan
con Gga2 en ensayos in vitro e in vivo. Ademas, Ent5 interacciona con AP-1y con clatrina en
ambos tipos de ensayos, lo cual esta de acuerdo con que sdlo esta Ultima epsina presenta
los motivos consenso de interaccion con la cubierta (Figura 4D; Duncan et al., 2003). Sin
embargo, también se ha visto por inmunoprecipitacién interaccion de Ent3 con clatrina,
aunque podria ser indirecta a través de Gga2 (Friant et al., 2003). La interaccién de las
epsinas con los dominios “oreja” de los adaptadores Gga2 y AP-1 se produce a través de
motivos acidicos con fenilalanina. Tanto Ent3 como Ent5 poseen dos de estos motivos

(Figura 4D; Duncan et al., 2003).

Ambas epsinas presentan diferencias en cuanto a su reclutamiento a la membrana y a su
localizacion. En este sentido, Ent3 depende de los GGAs para su localizacién, mientras que
Ent5 no. En consonancia con esto, Ent3 colocaliza mds con Gga2 que con AP-1, mientras

gue Ent5 colocaliza por igual con estos dos adaptadores. Ademas, se ha observado que
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existe una mayor interaccidn génica de ENT3 con las subunidades del complejo AP-1 que de
ENT5 con este complejo. Por todo esto se ha propuesto que Ent3 actuaria principalmente
con los GGAs, mientras que Ent5 actuaria tanto con AP-1 como con los GGAs, siendo mas
importante para el trafico mediado por AP-1 (Costaguta et al., 2006). De hecho, la
inactivacion en mamiferos de epsinR y de AP-1 causan efectos opuestos en el transporte de
proteinas al TGN (Buser et al., 2022). Ademas de estas interacciones, se ha observado que
Ent3 y Ent5 se unen al PI(3,5)P2 en el PVE y a la subunidad del ESCRT Vps27 a través de su
dominio ENTH. En este sentido, se ha visto que son importantes para la internalizacién de

proteinas ubiquitinadas en el PVE (Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003).

Ademas de las epsinas anteriores, en S. cerevisiae existe otra epsina poco caracterizada
denominada Ent4. Se sabe que es importante para el trafico del transportador de
ferricromo Arn1 desde el TGN hacia la vacuola (Deng et al., 2009) y que el mutante doble

ent3A ent4A presenta defectos en la maduracidn de Cpyl (Chidambaram et al., 2004).

En S. pombe sélo hay dos epsinas. Por un lado, Entl participa en endocitosis (Sakamoto et
al., 2004) y no tiene relevancia en esta tesis doctoral. Por otro lado, Ent3 es la homdloga a
Ent3 de S. cerevisiae y participa en el trafico de cargos de la ruta CPY. Por ejemplo, esta
involucrada en el tréfico anterdgrado y retrégrado de Vpsl0 entre el TGN y el PVE
(colaborando con Gga21 y Gga22), en la salida de Cps1 del TGN hacia la vacuola, o en el
reciclaje de Syb1/Sncl hacia la MP (Yanguas et al., 2019). Estructuralmente posee un
dominio ENTH en su zona N-terminal y dos motivos acidicos con fenilalanina que podrian
ser importantes para la interaccidn con otros adaptadores (Figura 4D;Duncan et al., 2003).

Ademas, en su secuencia hay un posible motivo de unién a clatrina.

3.2.3. Coordinacidn de los adaptadores de clatrina en el TGN

Como se ha expuesto en los apartados anteriores, existen diversos adaptadores de clatrina
gue actuan en el TGN. Por ello debe existir una coordinacién entre todos ellos para que se
produzca una salida correcta de los cargos hacia otros compartimentos celulares. En este
sentido, mediante estudios de microscopia en los que se ha analizado la colocalizacién y

dindmica de estas proteinas, se ha observado que existe una regulacion temporal de los
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adaptadores en el TGN (Daboussi et al., 2012). Asi, se ha propuesto un modelo en el que
primero se uniria a la membrana del TGN la GTPasa Arfl y pequefios niveles de la quinasa
Pik1, que se encarga de la sintesis de PI4P. La unién de Gga2 a Arfl y al PI4P permitiria su
reclutamiento al TGN, lo cual a su vez propiciaria el reclutamiento de Ent3 y facilitaria la
unién a la membrana de mas cantidad de Pik1. Esto aumentaria los niveles locales de PI4P
y permitiria el reclutamiento de mds Gga2. La cantidad cada vez mayor de estos
adaptadores hace que se reclute la clatrina y que se produzca una primera ola de
transporte. Una vez se alcanzan unos niveles determinados de PI4P se produce el
reclutamiento de AP-1 al TGN para producir una segunda ola de transporte. De esta forma,
el aumento progresivo en los niveles de PI4P permite el reclutamiento secuencial de estos
adaptadores. Ent5 se recluta en bajos niveles durante la primera ola de transporte y sus
niveles alcanzan un maximo durante la segunda (Daboussi et al., 2012, 2017). Ademas, se
han descrito numerosas interacciones fisicas y funcionales entre AP-1, los GGAs y las epsinas
(Anton-Plagaro et al., 2021; Buser and Spang, 2023; Costaguta et al., 2001; Hirst et al., 2001,
2012; Hung et al., 2012).

3.3. Tréfico independiente de clatrina

Existen varios complejos que median el transporte independiente de clatrina: el exdmero
participa en el transporte desde el TGN hacia la MP, el retrdmero transporta proteinas
desde el endosoma prevacuolar hasta el TGN y el retriever participa en el reciclaje desde el

PVE hacia la MP. En esta tesis doctoral nos centraremos Unicamente en el exdmero.

3.3.1. El exdmero en S. cerevisiae

El exdmero es un complejo proteico con caracteristicas intermedias entre adaptador y
cubierta, requerido para el transporte desde el TGN hacia la MP de una forma polarizada y
descrito por primera vez en S. cerevisiae (Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et
al., 2006; Wang et al., 2006) Estructuralmente es un heterotetrdmero compuesto por dos
copias de la proteina Chs5, que forma un andamio proteico al que se unen otras dos
proteinas cualesquiera de la familia de las ChAPs (Chs5 and Arfl-binding Proteins), que

incluye a Chs6, Bud7, Bch1 y Bch2 (Figura 5A; Paczkowski et al., 2012). Este complejo se
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localiza en el TGN y depende de la interaccién con la GTPasa Arfl para su asociacion a la
membrana (Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006). Esta interaccidn se produce tanto a

través de Chs5 como de las ChAPs (Figura 5B; Paczkowski et al., 2012).

Chs5 contiene en su zona N-terminal dos motivos, FN3 (FibroNectin type Ill) y BRCT (BReast
Cancer C-Terminal), que constituyen el médulo FBE, necesario y suficiente para que la
proteina se localice en el TGN vy lleve a cabo su funcién (Martin-Garcia et al., 2011;
Paczkowski et al., 2012). La presencia de estos motivos es llamativa, puesto que el motivo
FN3 es caracteristico de proteinas de la matriz extracelular y no es habitual encontrarlo en
levaduras (Bateman and Chothia, 1996), mientras que el motivo BRCT se encuentra en
proteinas nucleares participando en procesos de respuesta a dafio en el ADN (Huyton et al.,
2000). Chs5 tiene siempre una funcién estructural dentro del complejo, y media el
reclutamiento a la membrana de las ChAPs, que serian las encargadas de reconocer al cargo
(Paczkowski and Fromme, 2014; Rockenbauch et al., 2012; Sanchatjate and Schekman,

2006).

Figura 5. Estructura del exdmero. Modelo estructural del exdmero (Chs5 y Bch1) en la membrana del TGN
interaccionando con dos moléculas de Arfl. Adaptado de Paczkowski y Fromme, 2014.

Las ChAPs poseen una estructura con cinco dominios denominados TPR (TetratricoPeptide
Repeats), que son necesarios para interacciones proteina-proteina (Blatch and Lassle, 1999;
Zhang et al., 2010). Los dominios TPR1-4 son necesarios para la interaccion con Chs5 y con
el resto de las ChAPs, y también para la localizaciéon en el Golgi, mientras que el TPR5 es

necesario para el reclutamiento eficiente de las ChAPs en el TGN (Rockenbauch et al., 2012).
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Se ha descrito que las ChAPs Bchl y Bud7 cooperan con la GTPasa Arfl para facilitar la
formacion de curvatura en la membrana. Ademas, Bch1 ayuda a estabilizar al complejo en
la membrana. Por su parte Chs6 y Bch2 tendrian un papel mds relevante en el
reconocimiento de los cargos (Huranova et al., 2016; Paczkowski and Fromme, 2014). Por
tanto, distintas ChAPs tendrian funciones diferentes dentro del complejo.

Los cargos del exémero son proteinas integrales de membrana que se localizan en la MP de
los sitios de crecimiento polarizado (el cuello madre-hija, las yemas pequeiias y la punta del
shmoo). En S. cerevisiae el cargo del exdbmero mejor caracterizado es la quitina sintasa Chs3,
aunque también promueve el transporte a las zonas de crecimiento polarizado (en la
levadura de gemacion, la yema incipiente, la zona del cuello en citoquinesis y la punta del
shmoo en conjugacién) de la proteina relacionada con la fusion celular durante la
conjugacién, Fusl (Barfield et al., 2009) y de Pin2 (proteina con un dominio pridénico que
interacciona con varios componentes de la ruta de integridad y cuya endocitosis se ve
alterada si se interfiere en la sefializacidn de las proteinas quinasas activadas por mitégeno
(MAPK) Hogl y SIt2 ; Ritz et al., 2014; Schlecht et al., 2012; Tarassov et al., 2008).
Finalmente, se ha descrito que el exdmero promueve el transporte polarizado de la bomba
de sodio Enal (Anton et al., 2017) y de las permeasas de aminodcidos Tat2 y Mup1 (Anton-
Plagaro et al., 2021) de la levadura de gemacidn, y de la quitina sintasa Chs3 de Candida
albicans (Anton et al., 2018). Todos los cargos del exdmero identificados tienen en comudn
la presencia de varias hélices transmembrana y una distribucién polarizada.

En mutantes del exdmero, el trafico de Chs3 es bloqueado en el TGN y, como consecuencia,
esta enzima no es capaz de llegar a la MP y las células tienen un defecto en la sintesis de
quitina (Rockenbauch et al., 2012; Sanchatjate and Schekman, 2006; Santos et al., 1997;
Santos and Snyder, 1997; Starr et al., 2012; Trautwein et al., 2006) Los mutantes del
exomero también son defectuosos en la fusidon celular durante la conjugacion debido al
defecto en el trafico de Fusl Haga clic o pulse aqui para escribir texto.(Barfield et al., 2009;
Santos et al., 1997; Santos and Snyder, 1997). Ademas, las permeasas Tat2 y Mup1 de S.
cerevisiae y la quitina sintasa Chs3 de C. albicans sufren una deslocalizaciéon y una

acumulacién intracelular parcial en ausencia del exdmero (Anton et al.,, 2018; Anton-
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Plagaro et al., 2021). Otros fenotipos identificados en los mutantes del exémero son
patrones alterados de gemacion, crecimiento rapido a pH 7.5, y sensibilidad a amonio, litio,
sodio e higromicina B (Fell et al., 2011; Ritz et al., 2014; Santos and Snyder, 1997; Trautwein
et al., 2006). Anton y colaboradores (Anton et al., 2017) realizaron un analisis de los cargos
potenciales que pudieran ser retenidos en el TGN en mutantes del exdmero, resultando en
su sensibilidad a cationes de metales alcalinos. Este estudio llegd a la conclusion de que la
sensibilidad se explica, al menos parcialmente, por un defecto en la localizacién de la bomba
de extrusién de Na* Enal. En los mutantes del exdmero, Enal llega a la MP de la célula
madre, pero no a la de las yemas. Estos resultados sugieren que, aunque el exdmero facilita
la salida de ciertas proteinas del TGN, no es siempre esencial en este proceso.
Adicionalmente, este trabajo resalta la relevancia del exdmero en la secrecién polarizada
(Bonifacino, 2014; Valdivia et al., 2002). Por otro lado, en un mutante del exémero los
niveles de la proteina Enal estan reducidos, mientras que los de la proteina Qdr2 estan
aumentados. Estos fenotipos son una consecuencia directa de un defecto en la ruta RIM
causado por un procesamiento erréneo de la proteina Rim101 en el mutante chs5A. Por
tanto, ademds de funcionar como un adaptador de cargo, el exdmero puede tener

funciones adicionales (Anton et al., 2017).

Este complejo estd conservado en todo el clado de los hongos, aunque el nimero de ChAPs
varia entre organismos. Sin embargo, no esta presente en metazoos (Anton et al., 2018;
Ramirez-Macias et al., 2018). Todos los hongos presentan un homadlogo de Chs5 y una, dos
o cuatro ChAPs, con un homologo de Bch1 siempre presente (ChAP ancestral a partir de la
cual surgieron todas las demas a través de diversos eventos de duplicacidon génica). Un
analisis de los fenotipos asociados a la ausencia del exdmero en levaduras con cuatro ChAPs
(S. cerevisiae), dos ChAPs (Kluyveromyces lactis y C. albicans) y una ChAP (Ustilago maydis)
demostré que la regulacién de la quitina sintasa por el exdmero era una adquisicion
evolutivamente tardia (Anton et al., 2018; Ramirez-Macias et al., 2018; Trautwein et al.,
2006). Esta funcién surgié de forma inherente con la aparicion de las multiples ChAPs y su
especializaciéon como adaptadores de cargo, lo cual sugiere que el exémero podria tener

otras funciones, y explica la presencia de componentes del exdmero en S. pombe a pesar
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de ser una levadura sin cantidades detectables de quitina (Arellano et al., 2000; Horisberger

and Rosset, 1977).

3.3.2. El exdmero en S. pombe

En S. pombe existe una proteina homologa a Chs5 denominada Cfrl (Cartagena-Lirola et al.,
2006) y una proteina homoéloga a las ChAPs denominada Bch1. Ambas proteinas se unen en
un complejo que constituye la forma mds sencilla de exdmero, y son interdependientes para
su localizacion en el TGN (Hoya et al., 2017; Martin-Garcia et al., 2011). La ausencia de
cualquiera de las subunidades o de ambas tiene un fenotipo similar: un ligero defecto en el
proceso de fusidn celular durante la conjugacién, pequeiias alteraciones en la sintesis del
glucano de la pared celular, crecimiento alterado bajo diferentes fuentes de estrés, defectos

morfolégicos en el Golgiy defectos en la citocinesis en presencia de cloruro de potasio (KCl).

Analisis de la localizacién de proteinas transmembrana que estdn involucradas en estos
procesos demostraron que ninguna de ellas se queda retenida en el TGN o se deslocaliza en
ausencia del exémero (Hoya et al., 2017). Cfrl co-inmunoprecipita con Gga22 y con AP-1, y
la delecién simultdnea del exémero y de Apm1 produce defectos severos en la morfologia
y el trafico a través del TGN/endosomas tempranos, mientras que la delecion simultanea
del exdmero y Gga22 produce defectos en la morfologia y el trafico a través del PVE/
endosoma tardio(Hoya et al., 2017). Estos resultados llevan a la conclusién de que el
exdmero no es un adaptador de cargo clasico, sino que coopera con los adaptadores de
clatrina en la clasificacidon de proteinas en el TGN, y en el mantenimiento de la integridad
del TGN y el PVE. Esta cooperacion también se ha descrito en S. cerevisiae (Anton-Plagaro

et al.,, 2021).

3.4. Importancia de los lipidos en el trafico de membranas

Una caracteristica de los organulos celulares conservada evolutivamente es la composicién
fosfolipidica de sus membranas, que es esencial para conferirles identidad y funcién. En las
células eucariotas se pueden distinguir dos territorios lipidicos principales: uno centrado en
el RE, caracterizado por membranas con poca carga anidnica y alta fluidez; y otro

constituido por la MP, TGN y endosomas, que presentan membranas enriquecidas en PL
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con alta carga anidnica y una fluidez limitada por la presencia de altos niveles de esteroles
y esfingolipidos (Bigay and Antonny, 2012; Jackson et al., 2016; Van Meer et al., 2008). Esto
tiene una repercusidén directa en la regulaciéon de la actividad de proteinas y en la

clasificacién del cargo y las membranas de la ruta secretora.

La organizacién de los lipidos en las membranas afecta al transporte de proteinas y otros
lipidos principalmente de dos formas. Primero, mediante la generacién de curvatura de
membrana (McMahon and Boucrot, 2015); y segundo, a través de la organizacion de
microdominios de membrana (Simons and lkonen, 1997). Se ha propuesto que lipidos con
forma cénica como el diacilglicerol (DAG) o el acido fosfatidico (PA) confieren curvatura
local a la membrana, lo cual facilita el inicio de la formacién de vesiculas (Ganesan et al.,
2015; Johansen et al.,, 2012). Por el contrario, la forma cilindrica de lipidos como la
fosfatidilcolina (PC) o el fosfatidilinositol (Pl) impondria resistencia a la deformacién de la
membrana. Existe un gran numero de enzimas que regulan la ruta secretora mediante la
modificacion de los niveles de estos lipidos. La asimetria de la bicapa lipidica de la
membrana también influye en el tréfico vesicular. La actividad flipasa de Drs2p acumula
fosfatidilserina en una de las monocapas de la membrana, facilitando la formacién de

curvatura (Alder-Baerens et al., 2006).

El aparato de Golgi es el orgdnulo central de la ruta secretora, donde ocurren la maduracién
y la clasificacidon de los cargos. Varios mecanismos contribuyen a organizar de forma
dindmica las distintas reacciones que ocurren en las membranas del Golgi (Lujan et al.,
2021). Ademas, gran cantidad de proteinas de diferentes rutas de sefializacion se localizan
en el Golgi, lo cual relaciona este orgdnulo con la sefalizacién celular. La homeostasis
lipidica del Golgi se mantiene en gran parte mediante transferencia no vesicular de lipidos,
gue tiene lugar en los sitios de contacto de membranas (MCS) con el RE. Estos contactos se
forman por la unién de un complejo VAP del RE con un numero determinado de proteinas
de transporte de lipidos (como las proteinas OSBP) ancladas en el TGN (Mesmin et al.,

2019).
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Los fosfoinositidos, debido a su distribucidon subcelular altamente localizada, tienen un
impacto directo en la localizacién y la actividad de proteinas efectoras e integrales de
membrana como receptores, canales ionicos o transportadores, que interaccionan con
estos lipidos y producen una respuesta fisioldgica (Posor et al., 2022). El PI4P es el lipido
mas importante en el proceso de exocitosis, no sélo como precursor de otros
fosfatidilinositoles, sino por su papel en la unién de proteinas reguladoras a las membranas.
Los niveles de PI4P se encuentran regulados por la actividad conjunta de la quinasa Stt4 en
la MP, la quinasa Pik1 en el Golgi, y la fosfatasa Sacl, que mantienen estables los niveles de
PI4P (De Matteis et al., 2013; Johansen et al., 2012). El reciclaje de Sac1 desde el Golgi hacia
el RE esta regulado por la sefializacion por MAPK (Blagoveshchenskaya et al., 2008; Piao et
al., 2012; Piao and Mayinger, 2012). Pik1 es esencial para el trafico anterdgrado vy, junto con

Stt4, juega un papel importante en la regulacién de algunas rutas de MAPK.

3.5. El flujo idnico en el sistema endosomal

Ademas de su papel en el transporte vesicular, Golgi, endosomas y vacuolas estan
implicados en el establecimiento y mantenimiento de gradientes iénicos y de pH a lo largo
del sistema endosomal. El caracter idnico de los endosomas varia considerablemente a lo
largo de la ruta endocitica, tal y como se observa en la Figura 6. Esto se debe a que los
organulos cuentan con transportadores idnicos que permiten que existan diferencias en el
contenido idnico de los diversos compartimentos que componen el sistema endosomal, y
también que entre los organulos y el citoplasma. Hay varios mecanismos que permiten la
localizacion especifica de los transportadores en los distintos compartimentos. Algunos
datos apuntan a una influencia reciproca entre el papel de estos organulos en el trafico
intracelular y en el mantenimiento del pH y la concentracion de iones (Huotari and Helenius,

2011).
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Figura 6. Flujo ionico en el sistema endosomal. Oscilaciones en la concentracion de distintos iones y
modificaciones del pH a lo largo de los orgdnulos que forman parte del sistema endosomal, alcanzando el
valor mas acido en el lisosoma/vacuola. Adaptado de Scott y Gruenberg, 2011.

Asi, los mecanismos de trafico vesicular participan en la localizacién de los transportadores
idnicos y, a su vez, en la generacion de microambientes con ciertas caracteristicas de pHy
concentracion de iones. Estos microambientes favorecen la generacion de microdominios
de membrana, que facilitan el ensamblaje de proteinas necesarias para el transporte
vesicular. La regulacidn idnica y del pH de cada uno de los organulos es muy importante
para que sean capaces de llevar a cabo su funcién. Alteraciones en la localizaciéon de
transportadores que conlleven modificaciones en el contenido idnico ocasionan numerosas

enfermedades humanas (Dong et al., 2010; Scott and Gruenberg, 2011).
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4. Homeostasis idnica en S.pombe

4.1. Homeostasis del potasio

El potasio es el catién mas abundante en las células, y estas han desarrollado sistemas de
importe y exporte para mantener la concentracion intracelular de potasio dentro de un
rango cuya variacion produciria dafio celular y alteraciones fisiolégicas Haga clic o pulse aqui
para escribir texto.(Mulet et al., 2013). El potasio es importante para el establecimiento del
pH intracelular y del potencial de membrana, de manera que el mantenimiento de la
homeostasis de este ion representa un factor fundamental para la célula (Yenush, 2016). La
accion coordinada y bien regulada de entrada y salida de K* garantiza la homeostasis del K*
(Arifio et al., 2014, 2019; Calero and Ramos, 2003).

La entrada de potasio en las células de S. pombe se produce mayoritariamente a través de
los transportadores de alta afinidad Trk1 y Trk2 (Figura 7A). La delecién simple de ambos
transportadores provoca una leve sensibilidad a NaCl pero no a K* limitante (Balcells et al.,
1999; Calero et al., 2000; Lichtenberg-Fraté et al., 1996a, 1996b). En cambio, delecionar
tanto trk1+ como trk2+ provoca una reduccién severa en el crecimiento cuando el K* es
escaso, demostrando que la presencia de uno de los transportadores es suficiente para
mantener la homeostasis del K* (Calero et al., 2000, 2004). Por otro lado, la cepa trk1A trk2A
crece bien si hay una concentracién de K* superiora 20 mM en el medio, y transporta Rb*
(aunque con menor afinidad), mientras que es sensible a Na*, higromicina B y pH bajo
(Calero et al., 2004). Esto sugiere que otros transportadores, que podrian ser no especificos,
captan el ion en estas condiciones. Algunos resultados sugieren que estos transportadores
putativos podrian estar regulados por la concentracién de potasio intracelular. Una
alternativa podria ser una entrada de K* ectdpica estimulada por alteraciones en el pH
interno y/o alteraciones en el potencial de membrana, como estd descrito en la levadura
de gemacion (Madrid et al., 1998).

Atendiendo a la salida de K*, Cta3 de S. pombe (Figura 7A) es una ATPasa tipo P (homdloga
a la ATPasa Enal de S. cerevisiae) especifica de eflujo, que media el exporte de K* pero no
de Na* (Benito et al., 2002). El gen cta3+ se induce en presencia de cationes como el sodio

o el potasio de un modo dependiente de las funciones de las proteinas de la ruta de
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respuesta a estrés Wisly Styl, y de los factores de transcripcién Atf1, Pcrly Prrl (Greenall
et al., 2002; Nishikawa et al., 1999). La regulacidon de cta3+ en presencia de estrés esta
regulada a nivel transcripcional de una manera positiva a través de Styl y Atfl, y negativa a
través de los represores Tuplly Tupl2. Los represores Tup aseguran que no se produzca
la induccidn de cta3+ en presencia de otras formas de estrés cuya respuesta también esté
mediada por la ruta de Styl, como puede ser el estrés oxidativo, choque térmico, ausencia

de carbono o diferenciacién sexual (Greenall et al., 2002).

' Nacl, KCl, MgCl,, =
dafio en PC )

@D
"Ny
Pmk1MAPK ® Homeostasis del calcio 7~/
- )

(pme?’, pmr1, cmk1*) )

Biosintesis de PC p
(bgs1°, rga5’, pvg1/5’) N Nicleo

Figura 7. Transporte y homeostasis ionica. (A) La entrada de potasio en las células de S. pombe se produce
principalmente a través de los canales Trkl y Trk2, y la salida a través de la bomba Cta3. Calero y Ramos.,
2003. (B) Ruta de la calcineurina. El calcio entra en la célula a través de los canales Cchly Yam8, activa a
la fosfatasa calcineurina (Ppb1) y promueve la respuesta transcripcional mediante Prz1. PC: Pared Celular;
MP: MP. Adaptado de Cansado et al., 2022.

El genoma de S. pombe no alberga genes adicionales con una secuencia homéloga a Trk1
y/o Trk2, pero si tiene homadlogos de otros transportadores de S. cerevisiae (Ramos et al.,
2011; Wood et al., 2002, 2012). El homélogo de NHA1 de S. cerevisie (nhel+) es un
transportador especifico de Na* cuya delecidon resulta en sensibilidad a NaCl, pero no a KClI
(Balcells et al., 1997; Kinclova et al., 2002). khal+ es un homdélogo del antiportador de K*/H*
KHA1, que esta potencialmente involucrado en la regulacion del K* y la homeostasis del pH
en el aparato de Golgi, y cuya delecién produce acumulacién de K* (Arifio et al., 2014;
Ramirez et al., 1998; Yenush, 2016). La participacién de SpKhal en la homeostasis del K* no
ha sido descrita todavia. El antiportador de Na*/H* Nhx1l (homdlogo de NHX1 de S.

cerevisiae) se localiza en el TGN y el PVE, donde contribuye a mantener el pH mediando la
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internalizacidon de potasio en estos organulos a cambio de protones (Kojima et al., 2012). La
delecion de gen nhx1+ conlleva fenotipos como la sensibilidad a pH bajo y a altas
concentraciones salinas, y se ha descrito un papel de este transportador en la adaptacién

al choque osmético y al exceso de potasio (Yenush, 2016).

Mientras que la delecién de genes involucrados en la homeostasis del K* lleva a defectos en
el crecimiento en medio con K* limitante (Calero and Ramos, 2003), la sensibilidad a K* es
un fenotipo infrecuente. Este fenotipo ha sido reportado en el mutante de S. pombe pzh1A,
qgue es defectivo en una fosfatasa tipo PPZ que regula la entrada de Na* de una manera
independiente a Sod2 y Trk1 (Balcells et al., 1997, 1999); y en el mutante de S. cerevisiae

enal-4A khalA, que es defectivo en los sistemas de eflujo de K* (Benito et al., 2002).

Los mutantes del exdmero de S. pombe presentan defectos en su crecimiento en presencia
de KCI 0,6 M, pero crecen bien en presencia de sorbitol 1,2 M, un medio con una
osmolaridad similar a la de KCl 0,6 M (Hoya et al., 2017; Moro et al., 2021). Ademas, el
sorbitol no mejora el crecimiento en presencia de KCl, y las células mutantes son capaces
de recuperar su crecimiento normal al pasar de medio con KCl a medio sin KCI (Moro et al.,

2021).

4.2. Homeostasis del calcio

El calcio es un ion vital para el funcionamiento celular. La homeostasis del calcio en un
proceso muy relacionado con funciones celulares basicas como el metabolismo, sintesis,
modificacion, plegamiento y secrecidén de proteinas, la progresioén a través del ciclo celular,
o la apoptosis.

El RE es un reservorio de calcio intracelular, desde donde sale hacia el citoplasma en
determinadas circunstancias para desempefar funciones importantes como sefializador.
Dentro de este organulo hay chaperonas dependientes de calcio, como son la calnexina o
la calreticulina, que ayudan al correcto plegamiento correcto de las proteinas (Corbett and
Michalak, 2000).

En el citoplasma, la calcineurina es una proteina regulada por calcio con funciones

necesarias para la citocinesis y para la homeostasis idnica. Se trata de una serin-treonin-
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fosfatasa de tipo 2B regulada por Ca?*/calmodulina. En S. pombe, la subunidad catalitica de
esta fosfatasa esta codificada por el gen ppbl+. Este gen no es esencial, pero su ausencia
provoca cierto retraso en la citocinesis y la aparicion de células ramificadas (Yoshida et al.,
1994). Ademas, se sabe que Ppb1 tiene un papel antagonista en la homeostasis del cloruro
al de la quinasa de la ruta de integridad celular Pmk1 (ver mas adelante; Sugiura et al., 1998,
1999; Toda et al., 1996). Existe otra subunidad de la calcineurina, la subunidad reguladora
Cnb1l, que ejerce su funcidn al interaccionar con el dominio C-terminal de la subunidad

Ppbl.

La entrada de calcio a las células de S. pombe tiene lugar a través de los canales Cchly Yam8
(Figura 7B), cuya apertura y cierre estan regulados por la quinasa Pmk1 y por la fosfatasa
calcineurina (Revisado por Pérez y colaboradores; Pérez et al., 2018). Por un lado, ciertos
cloruros provocan dafio en la pared celular y, ademas, conducen a la fosforilacion de Cch1/
Yam8 por la quinasa Pmk1. Esta fosforilacién provoca la apertura de los canales y el
incremento del calcio intracelular, lo que conlleva la activacién de la calcineurina. Por otro
lado, la fosfatasa calcineurina desfosforila a los canales, provocando su cierre (Deng et al.,
2006; Ma et al., 2011). Ademas, la calcineurina también puede activarse por otras vias
independientes de los canales Cchl-Yam8, al salir calcio de los orgdnulos hacia el

citoplasma, y por parte de otros agentes no causantes de dafio en la pared celular.

En S. pombe existen tres canales de tipo TRP (Transient Receptor Potential) denominados
Pkd2, Trp663 y Trp1322 (Dong et al., 2010; Morris et al., 2019). Los canales de esta familia
actuan como sensores de toxicidad quimica y estimulos fisicos, y presentan selectividad
idnica, por lo que cada uno es permeable a un tipo de ion especifico (Zhang et al., 2023).
Pkd2 es un canal de Ca?** homdlogo de las policistinas de mamiferos, que podria estar
relacionado con la ruta de integridad celular (Palmer et al., 2005). Es una proteina esencial,
necesaria para la proliferacion celular, tanto para el crecimiento como para la divisién
celular (Morris et al., 2019; Sinha et al., 2022). Durante la interfase se localiza en los polos
celulares, donde promueve el crecimiento polarizado de las células (Sinha et al., 2022) y
deja entrar calcio a la célula en respuesta a tension en la membrana (Poddar et al., 2022).

Su sensibilidad a fuerzas de tensién y su localizacidon en la MP hacen que Pkd2 sea un
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candidato ideal para detectar la tension de membrana y regular la homeostasis de la
turgencia de la membrana (Poddar et al., 2022; Sinha et al., 2022). Pkd2 también se localiza
en el RE, desde donde regula la sefializacion por calcio en el cistoplasma (Koyano et al.,
2023).

La fosfatasa calcineurina (Ppb1) activada desfosforila a ciertas proteinas, como es el caso
de Przl. Este factor de transcripcion, al estar desfosforilado, viaja al ndcleo y ejerce
funciones en la regulacion de numerosos genes (Figura 7B). El promotor de prz1+y de otros
genes que responden a calcio tienen un elemento de respuesta a calcineurina (CDRE), que
participa en la homeostasis del calcio, pero no en la del cloruro (Hirayama et al., 2003).
Entre los numerosos genes encontrados en un rastreo masivo que son regulados por Przl
se encuentra Cfr1, el componente del exdmero de S. pombe (Chatfield-Reed et al., 2016),
aunque se desconoce el significado funcional de esta fosforilacion, ya que ni la cantidad ni
la localizacién de Cfrl varia en presencia de estrés (resultados sin publicar).

En resumen, existen dos vias de la ruta de la calcineurina en S. pombe: una en la que
participa Prz1 regulando numerosos genes, que es mds importante para la homeostasis del
calcio, y otra en la que actia de forma antagdnica a la ruta de integridad, que participa en
la regulacidn de la apertura de Cch1l-Yam8, y que seria mas importante para la homeostasis
del cloruro y para la regulacidn de los niveles intracelulares de calcio (Deng et al., 2006;
Hirayama et al., 2003; Ma et al., 2011). La funcidn en la citocinesis y en la exocitosis de la
calcineurina esta relacionada con las funciones de la 1-fosfatidilinositol-4-fosfato 5-quinasa

Its3 (Zhang et al., 2000) y de la Rab GTPasa Ypt3 (Cheng et al., 2002).

5. Las cascadas de MAPK

Las células estan sujetas constantemente a variaciones en las condiciones intra vy
extracelulares, algo que es particularmente relevante para la supervivencia de los
organismos unicelulares, ya que estan mas expuestos a los cambios ambientales. En
consecuencia, estos organismos han desarrollado mecanismos de respuesta a esos cambios
para asegurar la integridad celular. Estos mecanismos dependen de rutas de sefializacion
gue detectan los estimulos y ponen en marcha respuestas para promover la adaptacién y

la supervivencia. La fosforilacion y desfosforilacion de proteinas son mecanismos de
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respuesta rapiday reversible frente a los estimulos externos. Tipicamente, las rutas incluyen
sensores de superficie celular que detectan los estimulos y transmiten una sefal a una
cascada de MAPK. Se produce la fosforilacién secuencial de estas quinasas, lo que da como
resultado la induccidn transcripcional de genes por la fosforilacién de factores de
transcripcion especificos. La transmisién de la sefial se modula, ademas, por la actividad de
fosfatasas que desfosforilan las MAPK. Las rutas de MAPK estan muy conservadas en la
evolucién.

En S. pombe existen tres cascadas de MAPK diferentes, una de ellas es necesaria para la
conjugacién, otra media la respuesta a estrés (SAPK, Stress-Activated Protein Kinase) y otra
es necesaria para el mantenimiento de la integridad celular (CIP, Cell Integrity Pathway;

Perez and Cansado, 2010).

5.1. La ruta de respuesta a estrés (SAPK) en S. pombe

La ruta SAPK de S. pombe (Figura 8), al igual que su homdloga en metazoos (p38), participa
en la respuesta a un amplio abanico de estimulos como el estrés oxidativo, térmico,
osmotico o nutricional (Papadakis and Workman, 2015). Estos estimulos se detectan en la
MP por un sistema muy similar al sistema de dos componentes bacteriano. Los sensores de
estrés descritos en la levadura de fisién son Mak1, Mak2 y Mak3; estos sensores transmiten
la sefial al sistema de dos componentes formado por Mprl y Mcs4. Mprl actla como un
fosfo-transmisor gracias a su histidina de la posicién 221 (Nguyen et al., 2000), mientras que
el receptor de la fosforilacién es Mcs4, un inhibidor de la catdstrofe mitética (Shiozaki et al.,
1997).

Desde el sistema de dos componentes se transmite la sefal al médulo de MAPK. En primer
lugar, actian las dos MAPKKK descritas: Wak1/Wis4 y Win1 (un regulador mitético; Ogden
and Fantes, 1986). Se sabe que ninguna de ellas es necesaria para la sefializaciéon en
presencia de estrés térmico ni en respuesta a un bajo contenido de glucosa en el medio de
cultivo (Shiozaki et al., 1998; Zhou et al., 2010). Las MAPKKK fosforilan a la MAPKK Wis1 en
la serina 469 y en la treonina 473 (Shieh, et al., 1998a; 1998b). Wis1 es un iniciador de la
mitosis (Shiozaki and Russell, 1995) que se localiza en el citoplasmay que fosforila a la MAPK

Sty1/Spcl en la tirosina 173 y en la treonina 171. Styl, homdloga de Hogl de S. cerevisiae,
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viaja del citoplasma hacia el nucleo cuando esta fosforilada para continuar con la
sefializacion de la ruta; se sabe que la fosforilacidn Unica en la treonina 171 puede llevar a
cabo funciones en estrés osmético, pero no en respuesta a estrés oxidativo (Vazquez et al.,

2015).

0
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Figura 8. Ruta de respuesta a estrés (SAPK). El estrés extracelular
se detecta a través de las proteinas Mak. La sefial se transmite por
el sistema de dos componentes hacia el médulo de MAPK v,
finalmente, la fosforilacion de Atfl (entre otros factores) lleva a
cabo la regulacidn transcripcional. La ruta estd autoinhibida por la
accion de las fosfatasas Pypl, Pyp2, Ptcl y Ptc3. Adaptado de
Gbémez-Gil et al., 2020.
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En el nudcleo, Styl fosforila al factor de transcripcion Atfl (Wilkinson et al., 1996),
propiciando su dimerizacidon con otro factor denominado Pcrl (Lawrence et al., 2007). La
accién de Atfl estimula la transcripcidn de una gran cantidad de genes, entre ellos los de la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, la catalasa y Pyp2, una fosfatasa de la ruta (Wilkinson et
al., 1996). Los genes activados permiten cambios metabdlicos para crecer en presencia de
los distintos tipos de estrés. La ruta de estrés también promueve la transcripcidén de cta3+,
importante para la homeostasis idnica (Nishikawa et al., 1999). Ademas, Sty1 fosforila a
Rncl (Prieto-Ruiz et al., 2020), una proteina de unién a RNA que actia como modulador
negativo de la ruta SAPK mediante su unién a los mRNAs de activadores (Wakl y Wisl) y
reguladores negativos (Atfl, Pypl y Pyp2). Rncl también se une y estabiliza el mRNA de la
fosfatasa Pmp1, que desfosforila e inactiva a la MAPK de la ruta CIP, Pmkl (ver mas

adelante).
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La activacién de Styl por estrés oxidativo conlleva una despolarizacién de Cdc42 hacia
parches laterales en la célula, lo cual paraliza el crecimiento polarizado hasta que las
condiciones de crecimiento son favorables de nuevo (Salat-Canela et al., 2021). Estos
parches laterales de Cdc42 han sido observados en varias condiciones de activacion de Sty1,
incluyendo el tratamiento con Latrunculina A (Hercyk et al., 2019; Mutavchiev et al., 2016),
carencia de nutrientes (Chen et al., 2019), choque térmico (Vjestica et al., 2013) y choque

osmotico (Haupt et al., 2018).

Las fosfatasas Pypl, Pyp2, Ptcl y Ptc3 desfosforilan a Sty1, inhibiendo la ruta. El hecho de
que las fosfatasas se expresen al activarse la ruta conlleva un mecanismo de
retroalimentacion negativo (Degols et al., 1996; Madrid et al., 2007; Millar et al., 1995;
Shiozaki and Russell, 1995; Wilkinson et al., 1996).

Las deleciones de sty1+, de wis1+ o de atfl+ provocan sensibilidad a las fuentes de estrés
gue activan la ruta (osmético, oxidativo); sin embargo, a diferencia de las otras deleciones,
la de atf1+, no provoca parada en G2/M (Wilkinson et al., 1996). Por tanto, la sefalizacion

en mitosis y ciclo celular de la cascada tiene lugar a través de otro factor diferente.

5.2. La ruta de integridad celular (CIP) en S. pombe

En la levadura de fisién existe una cascada de MAPK que participa en el mantenimiento de
la integridad celular y que, aunque tiene algunos aspectos en comun con la ruta de
integridad de la pared celular de S. cerevisiae, mediada por SIt2/Mpk1, no es totalmente
equivalente a la misma. En S. pombe esta ruta responde a una gran variedad de estimulos:
se activa en presencia de estrés salino, osmdtico, oxidativo, térmico, nutricional (bajada en
la concentracion de glucosa en el medio de cultivo) y en respuesta a danos en la pared
celular, y su disfuncidn resulta en defecto en la integridad celular y en citoquinesis (Cansado

et al., 2022; Edreira et al., 2020; Perez and Cansado, 2010).

En la cascada participan tres quinasas (Figura 9): Mkh1, Skh1/Pek1 y Pmk1/Spm1 (Loewith
et al., 2000; Madrid et al., 2006; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996).
La MAPK de la ruta es Pmk1/Spm1, una proteina de 422 aminoacidos y un peso molecular

de 48 kDa, que presenta similitud con SIt2 (la MAPK de la ruta de integridad en la levadura
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de gemacién). La delecion de pmkl+ provoca varios fenotipos como sensibilidad a
concentraciones altas de KCl, sensibilidad al tratamiento con B-glucanasa, defectos en
septacién y aparicion de un porcentaje de células encadenadas (Toda et al., 1996;
Zaitsevskaya-Carter, 1997). Por lo tanto, la quinasa Pmk1l tiene funciones en el
mantenimiento de la morfologia celular, en la citocinesis, en la viabilidad celular y en la

homeostasis idnica.
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Figura 9. Ruta de integridad celular (CIP).
Diferentes tipos de estrés activan la ruta
mediante distintas vias a través de las proteinas
Rho1/2y Pckl1/2. La sefial se transmite al médulo
de MAPK y la regulacidn transcripcional se
produce principalmente mediante la
fosforilacion de Atfl (entre otros factores). La
fosfatasa Pmp1 es la principal inhibidora de la
ruta. Adaptado de Madrid et al., 2017.
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La fosforilaciéon de Pmkl es mads acusada en la mitosis y, principalmente, durante la

citocinesis (Madrid et al., 2007); ademas, también se fosforila en presencia de los estimulos
capaces de activar la ruta de integridad. Esta proteina se activa en el citoplasma y el septo,
y ambas formas (activa e inactiva) pueden transitar hacia en nucleo (Madrid et al., 2006),
donde podria ser importante para la regulacién transcripcional de la integridad celular
(Sanchez-Mir et al., 2012). La fosforilacion de Pmk1 ocurre en la T186 y en la Y188, y la
encargada de unirse a ella y fosforilarla es la MAPKK Skh1/Pek1. Por otro lado, en ausencia
de estrés, Pekl desfosforilada e inactiva se une a Pmk1 en un proceso de inhibicién. La

delecion de pek1+ provoca fenotipos muy similares a la de pmk1+ (Sugiura et al., 1999). La
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fosforilacion de Skh1/Pek1 la realiza la MAPKKK Mkh1. La delecién de esta quinasa presenta
los mismos fenotipos que la eliminacion de las otras dos (Loewith et al., 2000; Sengar et al.,
1997). Cuando esta activada, Mkh1l transmite la sefial de activacion a Pekl y Pmkl
formando un complejo ternario, gracias a la mediacién de Pekl (Loewith et al., 2000;
Madrid et al., 2006; Sanchez-Mir et al., 2014a), que actua en el citoplasma debido a que
tanto Pekl como Mkh1 solo se localizan en el citoplasma y en el septo (Madrid et al., 2006).
Estas quinasas estan reguladas por activadores que incluyen las GTPasas Rhol y Rho2, y los
homdlogos de PKC, Pckl y Pck2 (Revisado por Cansado y colaboradores; Cansado et al.,
2022).

Cuando Pmk1 se encuentra fosforilada y activa, es capaz de fosforilar a diversas proteinas
para llevar a cabo cambios en la célula. Entre las proteinas fosforiladas por Pmk1 se
encuentra Atfl, un factor de transcripcién que también es fosforilado por la quinasa Styl;
entre los genes afectados por Atfl se encuentran its8+, una enzima que participa en la
sintesis del GPI (Takada et al., 2007), y ecm33+, una proteina de que modula la sefalizacidon
de Pmk1 (Takada et al., 2010). La quinasa Pmk1 asociada a membranas también puede
llevar a cabo funciones relacionadas con la homeostasis del cloruro o la separacion celular
(Sanchez-Mir et al., 2012), y participa en la homeostasis del calcio mediante la fosforilacién
de los canales Cch1-Yam§8, actuando de manera antagonista a la calcineurina (Cansado et
al., 2022; Ma et al., 2011). Ademas, Pmk1 fosforila a las proteinas de unién a RNA Nrd1y
Rncl. Nrd1 participa en la regulacién de los RNA mensajeros de la miosina de tipo Il y, por
tanto, en la regulacién de la citocinesis (Satoh et al., 2009). Por su parte, como se ha
comentado antes, Rnc1l estabiliza los RNA mensajeros de la fosfatasa Pmp1, en un proceso
de autoinhibicion que tiene una relacion directa con Styl. La fosfatasa Pmp1/Dspl es la
principal inhibidora de la ruta. Esta fosfatasa desfosforila a la quinasa Pmkl y tiene
funciones compartidas con la calcineurina (Sugiura et al., 1998). Se activa por la accién de
Rncl y Styl, lo cual establece una relacién de antagonismo entre la ruta SAPK y la ruta CIP.
Otras fosfatasas que actuan en la ruta son las serina-treonina fosfatasas Ptcl y Ptc3 y las
tirosina fosfatasas Pypl y Pyp2, que también actdan en la ruta de estrés de Sty1; de hecho,

se expresan al activarse la cascada de MAPK de Styl, existiendo cierto papel antagdnico
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entre ambas rutas (Figura 10A; Madrid et al., 2006, 2007; Prieto-Ruiz et al., 2020; Takada
et al., 2007).

5.2.1. Mecanosensores en S. pombe

En la levadura de gemacién existen un conjunto de mecanosensores, presentes en la MP,
que detectan dafios en la pared celular y participan en la activacién de la ruta de SIt2/Mpk1.
En S. pombe se han descrito dos proteinas (Wscly Mtl2) que, por similitud de secuencia, se

consideraron posibles homélogos estructurales de mecanosensores de S. cerevisiae.

Ambas proteinas se asocian a la superficie celular. Wsc1, que se asocia a la MP y a la pared
celular a través de un dominio extracelular, se agrupa en zonas de la superficie donde hay
estrés mecanico, y difunde lateralmente cuando el estrés desaparece (Neeli-Venkata et al.,
2021). Wscl y Mtl2 transmiten sefiales principalmente a través de Rgfl, una GEF que activa
la GTPasa Rhol, que es la que estabiliza a los activadores Pckl y Pck2 (Pérez et al., 2018). El
fenotipo vic (viable en presencia de inmunosupresor y cloruro) es caracteristico de las
deleciones de los componentes de la ruta de integridad, y procede de la funcién antagdnica
entre esta rutay la de la calcineurina en la homeostasis del cloruro (Figura 10B); en ausencia
de funcién de la calcineurina (provocada por la presencia del inmunosupresor FK506 en el
medio de cultivo) las células son sensibles a cloruro, pero esta sensibilidad se suprime al
eliminarse la activacion de la ruta de integridad (Sugiura et al., 1998, 1999). Los mutantes
wsclA y mti2A no presentan fenotipo vic. Esto, y el hecho de que la delecién de wscl+y
mtl2+ no afecta a la activacion de la ruta, sugiere que, aunque estas proteinas activan Rhol

en respuesta a estrés, no actian como sensores de la ruta CIP (Cruz et al., 2013).

5.2.2. Las GTPasas Rho en la ruta de integridad

Las proteinas Rho estdan muy conservadas en la evolucidn y son muy importantes para la
regulacidon del citoesqueleto, para la morfogénesis y para el crecimiento. En la levadura de
fision existen seis proteinas de la familia Rho: Rho1-2-3-4-5 y Cdc42. Los activadores
principales de la ruta de integridad son Rho2 y, en menor medida, Rhol (Pérez et al., 2018),

mientras que Cdc42 no participa en la ruta (Madrid et al., 2006).
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Figura 10. Interacciones entre rutas. (A) Relacién entre la ruta de integridad (CIP) y la ruta de estrés
(SAPK). Las fosfatasas Pmp1, Pyp1, Pyp2 y Ptcl actian en ambas rutas, y se expresan al activarse la ruta
SAPK. Adaptado de Madrid et al., 2007. (B) Relacion entre la ruta de la calcineurina y la ruta de integridad
celular. En condiciones de estrés, la ruta de integridad fosforila a los canales Cchl y Yam8, promoviendo
la entrada de calcio. Adaptado de Ma et al., 2011.

Rho1l es esencial, regula la sintesis de la pared celular a través de las quinasas Pckl y Pck2,
organiza el citoesqueleto de actina y participa en la respuesta celular a estrés (Arellano et
al., 1996; Nakano et al., 1997; Sanchez-Mir et al., 2014a). Rho1 regula la sefial de la ruta CIP
de una forma aditiva y/o independiente a Rho2 (Garcia et al., 2009; Sanchez-Mir et al.,
2014a). Sus GEF conocidos son Rgfl, Rgf2 y Rgf3, y sus GAP son Rgal, Rga5 y Rga8 (Revisado
por Garcia y colaboradores; Garcia et al.,, 2022). Rgfl y Rhol son necesarias para la
activacion de la ruta de integridad en presencia de estrés hiperosmaético/hipoosmatico o de
danos en la pared celular, pero no en presencia de estrés térmico, oxidativo o deprivacion
de glucosa (Garcia et al., 2009). Una disminucién en la funcién de Rhol provoca dafios
celulares que activan a la ruta de integridad, siendo esto perjudicial para las células (Viana
et al., 2013).

Rho2 no es esencial, pero también participa en la sintesis de pared celular a través de Pck2.
Entre los GAP de Rho2 se encuentran Rga2, Rga4, Rga6 y Rga7, mientras que sus GEFs son

desconocidos. Rho2 participa en la activacidon de la ruta de integridad principalmente a
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través de Pck2. Esta GTPasa depende de modificaciones lipidicas postraduccionales y de su
interaccién con PI(4,5)P2 para su unién a la membrana y para su funcién en la ruta de
integridad (Barba et al., 2008; Calonge et al., 2000; Cansado et al., 2010; Franco et al., 2017;
Kabeche et al., 2015; Ma et al., 2006; Sanchez-Mir et al., 2014b; Franco, et al., 2014; Soto
et al.,, 2010; Villar-Tajadura et al., 2008). Rho4 y Rho5 también estan implicados en la
activacion de la ruta de integridad a través de Pckl y, sobre todo, Pck2 (Doi et al., 2015).

La principal via de activacidn de la cascada en presencia de multiples estimulos se inicia en
el médulo Rho2-Pck2 (Barba et al., 2008). Sin embargo, en respuesta a ciertos estimulos
como el estrés oxidativo o térmico, este mdédulo no es necesario. En presencia de estrés
oxidativo, puede que exista un mecanismo especifico, y en presencia de estrés térmico la
sefializacion se transmite desde Pck2. Rhol y Pck1/ Pck2 participan en la activacién de la
ruta en respuesta a dafios en la pared celular (Sanchez-Mir et al., 2014a). Sin embargo, Pckl
regula negativamente la actividad basal de Pmkl, aun sin unirse a ninguno de los
componentes de la cascada de MAPK. Todos estos datos apuntan a que la regulacién de la
cascada es compleja, tanto a nivel basal como en presencia de estimulos que la activen

(Barba et al., 2008).

5.2.3. Ortélogos de PKC

Todas las isoformas de PKC comparten una estructura basica que incluye un dominio
regulador en N-terminal unido por una regién bisagra a un dominio quinasa altamente
conservado en C-terminal. Dentro del dominio regulador existe un segmento de
autoinhibicién y dos médulos putativos de unién a membrana, C1 y C2 (Newton, 2018). El
dominio quinasa en C-terminal contiene tres sitios de fosforilacion conservados conocidos
como bucle de activacion (AL), motivo de giro (TM) y motivo hidrofébico (HM), que son

esenciales para la actividad catalitica (Freeley et al., 2011; Madrid et al., 2016, 2017).

S. pombe tiene dos ortdlogos de PKC, conocidos como Pckl y Pck2, que tienen papeles
esenciales y redundantes en la viabilidad celular (Arellano et al., 1999; Toda et al., 1993).
Los dos contienen los dominios tipicos de las PKCs, ademas de dos motivos HR1 en N-
terminal, que son los responsables de la unién con Rhol y Rho2 (Arellano et al., 1999). La

activacion de Pckl es especifica de Rhol, fundamentalmente en respuesta a estrés en la
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pared celular (Sanchez-Mir et al., 2014a). Como se ha dicho antes, el médulo Rho2-Pck2 es
el activador principal de la ruta CIP en condiciones de estrés, aunque Rhol también puede
activar a Pck2 (Roncero et al., 2021). Ademas, el ortélogo de PDK-1 en S. pombe, Ksg1, activa
la ruta directamente a nivel de Pck2 (Cansado et al., 2022). Pckl y Pck2 se asocian in vivo a

Mkh1, la MAPKKK del bloque de quinasas de la ruta CIP (Sanchez-Mir et al., 2014a).

5.2.4. Localizacion de los componentes de la ruta CIP y su relacion con los
lipidos

Los mecanosensores Wscl y Mtl2 se localizan en la superficie celular. Wscl se localiza en

los sitios de crecimiento activo (polos y septo de divisiéon), mientras que Mtl2 se localiza por

toda la periferia celular, aunque principalmente en septo y polos (Cruz et al., 2013).

Rhol se localiza uniformemente a lo largo de la MP y en membranas internas, y esta
ligeramente enriquecido en los polos (Arellano et al., 1997; Nakano et al., 1997). Su
localizacion en la membrana depende de un motivo CAAX en C-terminal que estda geranil-
geranilado. Ademas, su retencién en los polos depende parcialmente de un gradiente de
fosfatidilserina que acumula carga negativa en los extremos de la célula con respecto a los

laterales (Haupt and Minc, 2017).

Por su parte, Rho2 se localiza en los sitios de crecimiento activo. Necesita una modificacién
postraduccional lipidica para su unidn a la membrana y la activacidon de CIP (Franco et al.,
2017; Kabeche et al., 2015; Sanchez-Mir et al., 2014b). Este proceso se produce en tres
pasos secuenciales: farnesilaciéon de Rho2 en C197 por Cppl (Ma et al., 2006), metilacion
del grupo carboxilo libre de la cisteina isoprenilada por Mam4 (Franco et al., 2017) y
palmitoilacién en C196 por Erf2 (Sdnchez-Mir et al., 2014b) Este proceso de lipidacién en
tres pasos es esencial para la localizacion de Rho2 en la MP y para la correcta activacién de
CIP (Cansado, 2018). Rho2 forma cumulos en la MP que colocalizan con PI(4,5)P2, aunque
ambos se asocian a la membrana de forma independiente. Estos cimulos de Rho2 no
dependen del fosfoinositido, pero la colocalizacidn entre ambos podria ser importante para

la activacion de la ruta (Kabeche et al., 2015).
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Rgfl, el principal GEF de Rhol y Rho2, se localiza en los polos y el septo de divisién (Edreira
et al.,, 2018; Garcia et al., 2006; Kabeche et al., 2015). Se ha propuesto que se une al
PI(4,5)P2 mediante su dominio PH (Mufoz et al., 2014), aunque otros resultados sugieren
lo contrario (Kabeche,2015). Se relocaliza al citoplasma después de un choque osmético de

forma dependiente de PI(4,5)P2 (Kabeche et al., 2015).

Pckl y Pck2 colocalizan con Rho 1y Rho2 en las zonas de crecimiento polarizado, y se
relocalizan al septo de division antes de la constriccidon del anillo (Magliozzi et al., 2020;
Sayers et al., 2000). Al igual que Rgf1, Pck2 se relocaliza al citoplasma después de un choque
osmotico de forma dependiente de PI(4,5)P2, aunque no se asocia con los cimulos de este
fosfoinositido (Kabeche et al., 2015). Pmk1 promueve la translocaciéon de Pck2 a granulos
de estrés después de un estrés térmico para prevenir la hiperactivacion de la ruta en esas

circunstancias (Kanda et al., 2021).

Aunque Mkh1 es una proteina citopldasmica, también puede localizarse en el septo durante
citocinesis y en los polos celulares en las fases G1/S (Kanda et al., 2016; Madrid et al., 2006).
La localizaciéon de Mkh1 en los polos celulares parece ser necesaria para que la sefializacién
se transmita hasta Pmk1, esta regulada por Skb5, y depende de Pck2 (Kanda et al., 2016).
Al igual que Mkh1, Pekl es mayoritariamente citoplasmica y también se localiza en el septo

durante citocinesis (Madrid et al., 2006).

La localizacion de Pmk1 varia a lo largo del ciclo celular con independencia de su estado de
fosforilacion; esta constitutivamente localizada en el citoplasma y el nucleo, pero también

puede encontrarse en el huso mitdtico o en el septo de divisién (Madrid et al., 2006).

Los componentes de CIP, Rgfl, Pckl, Pck2 y Pmkl cooperan para localizar los marcadores
de polaridad Teal, Tea4 y Pom1 en los polos celulares. Ademas, se ha sugerido que la

actividad CIP puede regular la homeostasis lipidica de la membrana (Dodgson et al., 2017).
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6. Los complejos TOR

Las rutas en las que participan los complejos TOR estdn muy conservadas en la evolucion.
En estas rutas participan las denominadas quinasas de la familia TOR (Target Of Rapamycin),
que estan relacionadas con las fosfoinositido-quinasas. Los complejos TOR median la
transduccion de seiiales desde el medio externo hacia el interior de la célula, permitiendo
la coordinacion del crecimiento y la division celular con la disponibilidad de nutrientes. Cada
vez se encuentran mas conexiones entre estas rutas de sefializacién y otros mecanismos de
sefializacion celular, como es la ruta de integridad celular (Madrid et al., 2016). Ademas, su
alteracion estd asociada al envejecimiento y al desarrollo de algunas enfermedades
(Laplante and Sabatini, 2012). En mamiferos existen dos complejos TOR que comparten la
misma quinasa: TORC1 y TORC2. TORC1 estd formado por RAPTOR (Regulatory-Associated
Protein of mTOR) y por mLST8 (mammalian Lethal with SEC Thirteen 8). TORC2 esta formado
por RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR), SIN1 (SAPK-Interacting 1) y
mLTS8 (Shimobayashi and Hall, 2014).

En S. pombe existen dos quinasas, Torl y Tor2, que forman parte de dos complejos, TORC2

y TORC1 respectivamente.

6.1. El complejo TORC2 de S. pombe

Este complejo esta formado por la quinasa Torl y las proteinas Sinl, Ste20 (Rictor) y Wat1
(Hayashi et al., 2007; Matsuo, 2003; Otsubo and Yamamato, 2008) (Figura 11A).

El complejo TORC2 participa en el desarrollo sexual, en el crecimiento en condiciones de
estrés, en la captacién de aminoacidos y en la adaptacién a la bajada de glucosa en el medio
de cultivo (Cohen et al., 2014; Kawai et al.,, 2001; Weisman et al., 2007; Weisman and
Choder, 2001). El complejo se activa cuando hay una bajada en los niveles de nitrégeno,
permitiendo la parada en G1 y el comienzo del ciclo sexual, regula la adaptacién a
condiciones de estrés para permitir el crecimiento y ademas promueve la transcripcion de
permeasas de aminodacidos. Las células tor1A son incapaces de pararse en G1 en respuesta
a la escasez de nitrégeno en el medio, por lo que en estas condiciones son estériles

(Weisman and Choder, 2001). tor1A es sensible a frio, estrés osmético y oxidativo. Ademas,
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la delecién de cualquiera de los componentes del complejo provoca sensibilidad a KCI (Ikeda
et al., 2008). Cuando TORC2 se ve inhibida, se produce un incremento de la fosforilacién de
Sty1l que, a través de las quinasas Plol y Cdc2, conduce a un aceleramiento en la entrada
en mitosis (Petersen and Nurse, 2007). Ademas, existe interaccidn de Sinl con la quinasa

Styl, lo cual conlleva una regulacién coordinada de la ruta SAPK y el complejo TORC2

(Morigasaki et al., 2019).

Ryh1l

A

Crecimiento, estrés salino, estrés en la pared celular, falta de glucosa

Ste20/
_Rictor

Gads/
AKT1

Respuestaa estrés coordinada

Figura 11. El complejo TORC2 de S. pombe. (A) Esquema de los componentes de la ruta de sefializacion
del complejo TORC2. (B) Relacidn entre la ruta TOR y la ruta de integridad celular. Adaptado de Madrid et
al., 2016.

6.2. Relacién entre TORC2 y la ruta de integridad

Existe una relacién entre las rutas de sefializacién mediadas por TORC2 y Pmk1 (Figura 11B;
Madrid et al., 2016). Ambas rutas tienen un papel esencial en la respuesta a cambios
ambientales y, por lo tanto, tiene sentido que estén funcionalmente interconectadas
(Cansado et al., 2022). Por un lado, la quinasa Torl participa en la activacion de Pmk1 en
respuesta a dafios en la pared celular o a una bajada en los niveles de glucosa del medio de

cultivo. Ademas, para la activacion de Pmk1 es esencial la sintesis de novo de Pck2, y TORC2
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regula positivamente este proceso a través de su principal activador, la GTPasa Ryhl
(Madrid et al., 2016). La funcién de TORC2 como activadora de la ruta de integridad esta
mediada por la quinasa Gad8, pero también participa TORC1.

Por otro lado, tanto Torl como Gad8 parecen tener cierto papel en el transporte o en el
anclaje a la MP de las proteinas Rhol y Rho2, activadoras de la ruta de integridad. Ademas,
TORC2 regula la sintesis de Pck2 para activar la ruta de integridad en presencia de dafios en
la pared celular o en ausencia de glucosa (Madrid et al., 2014).

Por ultimo, cabe destacar que tanto TORC2 como la ruta de integridad son necesarias para

una respuesta coordinada a estrés.

7. Relacion entre el trafico vesicular y la seializacion

El trafico vesicular y las rutas de sefializacion mantienen una regulaciéon cruzada,
contribuyendo a la adaptacién y la integridad de la célula. Las vesiculas median el
intercambio de proteinas entre organulos, pero también el intercambio de lipidos, algunos
de los cuales confieren identidad a las diferentes membranas y aseguran la correcta
direccionalidad del transporte (Johansen et al., 2012; Leonard et al., 2023; Odorizzi et al.,
2000). Ademas, los lipidos influyen en las rutas de sefializacién porque interactian con
sensores y enzimas asociadas a membrana. Esta interaccidn determina su localizacién y
tiene un impacto en su funcion al proporcionar un entorno adecuado (Sunshine and Iruela-
Arispe, 2017).

Por otro lado, las proteinas reguladoras de las rutas de sefializacion, tales como las GTPasas,
pueden modificar y regular a proteinas que participen en el trafico y en la homeostasis
lipidica. En particular, el Golgi y los endosomas son considerados plataformas de
sefializacion porque acogen componentes de diversas rutas de sefializacién y participan en
su actividad, lo cual modula el trafico de acuerdo con las necesidades de la célula (Cancino

et al., 2013; Cancino and Luini, 2013).
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El exdmero es un complejo proteico tradicionalmente relacionado con el transporte de
proteinas transmembrana desde el TGN hasta la MP. Sin embargo, algunos resultados
sugieren que podria tener funciones adicionales. Algunos fenotipos de los mutantes del
exdmero, como alteraciones en la polaridad o sensibilidad a iones e higromicina, no se han
podido adscribir a la retencidn en el Golgi de ninguna proteina transmembrana implicada

en esos procesos (Anton et al., 2017; Hoya et al., 2017; Trautwein et al., 2006).

En el caso de S. pombe no se ha encontrado ninguna proteina transmembrana, implicada
en ninguno de los procesos estudiados, que se quede retenida en el TGN o se deslocalice
en ausencia del exdmero (Hoya et al., 2017). Esto potencia la idea de que en este organismo
el exdmero no es un adaptador de cargo cldsico. Ademas, el hecho de que coopere tanto
con AP-1 en el tréfico anterégrado a la MP, como con los GGAs en el trafico hacia el PVE
(Hoya, 2017) sugiere que podria participar en un proceso mas general del trafico vesicular
que lo que corresponderia a un adaptador especifico de cargo. Esta cooperacién también
se ha descrito en S. cerevisiae (Anton-Plagaro et al., 2021), lo que sugiere que en la levadura
de gemacion el exdmero podria tener una funcidn de adaptador (la mas caracterizada) y

otra funcién mas general.

El hecho de que los mutantes carentes del exdmero (cfr1Ay bch1A) tengan varios fenotipos,
aparentemente no relacionados, pero que ninguno de ellos sea muy penetrante apoya la
idea de que el exémero de S. pombe pueda participar en algun proceso general, que afecte
a varias funciones bioldgicas sin ser esencial para ninguna de ellas. Ademas, también estaria
de acuerdo con el hecho de que en rastreos de 2-hibridos realizados usando Cfrl o Bchl,
practicamente solo se obtenga con el otro componente del exdmero (nuestros resultados,
y (Vo et al., 2016), y en rastreos tipo SGA o de protedmica no se hayan encontrado, de

manera reproducible, genes/proteinas que participen en un proceso determinado.

En resultados anteriores del laboratorio los mutantes del exdmero de S. pombe presentaron
defectos leves en: fusidn celular durante la conjugacidn, trafico de la carboxipeptidasa Y,
composicion de la pared celular, crecimiento en presencia de caspofungina, tunicamicina,

DTT, higromicina, y algunas sales, y septacién en presencia de KCl y sorbitol (Cartagena-
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Lirola et al., 2006; Hoya, 2016; Hoya et al., 2017; Moro, 2018; Moro et al., 2021). De entre
la sensibilidad a sales, cabe destacar sensibilidad a CaCl, y a sales de K*. En particular los
mutantes son sensibles a KCl 0,6 M, KNO3 0,6 M y acetato de potasio 0,02 M. Sin embargo,
los mutantes crecen bien en presencia de sorbitol 1,2 M, un medio con una osmolaridad
similar a la de KCl 0,6 M (Moro et al., 2021), lo que indica que la ausencia del exédmero
provoca sensibilidad a estrés idnico pero no a estrés osmdtico. Ademas, el sorbitol no
mejora el crecimiento en presencia de KCl, y las células mutantes son capaces de recuperar
su crecimiento normal al pasar de medio con KClI a medio sin KCI. Esto indica que la
sensibilidad a KCl no es consecuencia de la lisis celular provocada por las alteraciones en la

pared celular del mutante (Hoya et al., 2017; Moro et al., 2021).

Ademas, los resultados iniciales obtenidos en el laboratorio indicaron que la ausencia del
exdmero provoca una activacién anémala de la ruta de integridad celular. Un anilisis inicial
de la localizacion de Rgfl, una GEF de Rhol y componente de la ruta de integridad, indicé
gue esta proteina se localiza en la superficie celular en las cepas WT y c¢fr1A, se deslocaliza
tras 15 minutos de tratamiento con KCl y vuelve a recuperar su localizacién en la superficie
celular en una cepa WT, pero es incapaz de hacerlo en la cepa mutante del exémero (Moro,

2018).

También se vio que en condiciones de estrés idnico el sistema endosomal de las células
mutantes del exdmero tiene una morfologia alterada, lo cual podria contribuir a los diversos
fenotipos leves relacionados con el transporte vesicular y la homeostasis idnica que

presentan estas células (Moro et al., 2021).

Teniendo esto en cuenta, y con el fin de conseguir informacidén que ayude a conocer la
posible funcién general del exdmero en el tréfico vesicular, los objetivos de esta Tesis

Doctoral fueron los siguientes:

1. Analizar con mas detalle el papel del exdmero en la regulacién de la homeostasis
idnica del K*y el Ca?*.

2. Averiguar como regula el exdmero a la ruta de integridad celular.



RESULTADOS






| 49

1. El papel del exdmero en la homeostasis ionica y la secrecidn

polarizada

1.1. Los mutantes del exdmero acumulan iones K+

Como se ha indicado en “Antecedentes”, los mutantes del exdmero son sensibles a KCl 0,6
M, nitrato de potasio (KNOs) 0,6 M y acetato de potasio (CH3CO;K) 0,02 M. Por otro lado,
los mutantes crecen bien en presencia de sorbitol 1,2 M. Estos resultados demostraron que
cfrlA era sensible a KCl debido a una sensibilidad a K*, pero no a cloruro o a alta
osmolaridad. Por otro lado, la presencia de sorbitol no mejora el crecimiento en presencia
de KCI en placas suplementadas con KCl 0,6 M y sorbitol 0,6 M. Ademas, las células
mutantes recuperan su capacidad de crecimiento al pasar de un medio con KCl a otro medio
sin KCl (Moro et al., 2021). Esto refuta la hipétesis de que la sensibilidad a potasio es
consecuencia de la lisis celular provocada por los pequefios defectos en la pared celular de

los mutantes del exdmero (Hoya et al., 2017).

El transporte de iones y el de aminoacidos estan relacionados entre si (Bossi et al., 1999;
Brown and Sepulveda, 1985), y los mutantes del exdmero de la levadura de gemacién tienen
un defecto en la captacién de triptéfano (Anton-Plagaro et al., 2021). Ademas, cfr1Ay bch1A
presentan defectos en el trafico hacia el PVE/vacuolas, que son orgdnulos importantes para
la homeostasis de los aminoacidos (Hoya et al., 2017; Lawrence and Zoncu, 2019).
Consecuentemente, para entender si la presencia de K* producia un defecto en la
homeostasis o la captacidon de aminoacidos, que pueda estar incrementado en mutantes
del exdmero y resultar en defectos en el crecimiento de cepas auxdtrofas, analizamos el
crecimiento de cepas WT y cfr1A protétrofas en placas de YES con KCI 0,6 M. Observamos

gue el mutante también era sensible a KCl en estas condiciones de crecimiento (Figura 12A).

Ademads, para investigar mas especificamente silos mutantes del exdmero presentaban una
alteracion en la homeostasis del K*, determinamos el contenido intracelular de este ion en
células WT vy cfr1A en colaboracién con J.M. Mulet (Universidad Politécnica de Valencia).

Los resultados mostraron que este contenido era significativamente mayor en el mutante



50 | RESULTADOS

del exdmero que en el WT (Figura 12B), lo cual confirma que el exdmero juega un papel

importante en la regulacion de la homeostasis del potasio.

Figura 12. Los mutantes del
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1.2. Los mutantes del exdmero presentan interaccion genética con

mutantes en transportadores y canales de K*

Dado que, en principio, la funcion del exdmero es facilitar el trafico de proteinas
transmembrana desde el TGN hacia la MP, investigamos si este complejo podria estar
involucrado en el trafico de algun transportador/canal de K*. Los mutantes de los
transportadores de potasio mejor caracterizados en S. pombe, trkl+ y trk2+, presentan
defectos en su crecimiento en condiciones limitantes de K* (Calero et al., 2000, 2004). Este
es un fenotipo diferente al de los mutantes del exdmero, pero cabia la posibilidad de que Ia
retencion de Trkl y/o Trk2 en el Golgi pudiera aumentar la captacién de K* por otros
transportadores menos especificos, y producir su acumulacion intracelular. Por lo tanto,
comparamos el crecimiento de trk1A y trk2A con el de cfr1A en presencia de sales de K*.
Ademas, construimos mutantes dobles y triples para determinar si cfr1+ actuaba en la
misma ruta funcional que trk1+ y/o trk2+. Los resultados mostraron que, mientras que
cfr1A era sensible a sales de potasio, ni trk1A, trk2A, ni trk1A trk2A (denominado trkAA en
la Figura 13A) lo eran. En cuanto a los dobles mutantes, trk1A cfr1A era mas sensible que
cfriA, lo que indica que ambos genes cooperan y actlan en paralelo en lugar de en una ruta
lineal en relaciéon con la sensibilidad a K*. En cambio, la delecién trk2A suprimia

parcialmente el defecto en el crecimiento de cfr1A en presencia de sales de potasio, lo que
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indica que ambos genes juegan papeles antagdnicos. El fenotipo de trk1A trk2A cfriA

(denominado trkAA cfr1A en la Figura 13A) era similar al de trk2A cfr1A.

Los resultados anteriores sugieren que hay una relacién funcional compleja entre trki+,
trk2+vy cfr1+y, a priori, descartan la hipétesis de que la sensibilidad a K* de cfr1A se pudiera
deber a la retencion en el TGN de Trk1 y/o Trk2. Aun asi, para obtener informacion directa
sobre esta hipdtesis, fusionamos Trk1 y Trk2 a la GFP para analizar su localizacion. GFP-Trk1
se localizaba en la superficie celular de los sitios de crecimiento activo de la célula (polos y
septo) en las cepas WT vy cfr1A (Figura 13B), en presencia y ausencia de KCIl. Esto
demostraba que Trkl tiene una localizacién normal en ausencia del exdmero. Ademas,
tanto la observacion al microscopio como un andlisis por western blot mostraron que la
cantidad de GFP-Trk1 era similar en ambas cepas (Figura 13C). Por razones desconocidas,
ni Trk2-GFP ni GFP-Trk2 mostraron sefial de fluorescencia. Sin embargo, el hecho de que
trk2A suprima parcialmente la sensibilidad de c¢fr14 indica que la razén de esta sensibilidad
no es la ausencia de Trk2 en la superficie celular. De hecho, este resultado sugiere que Trk2

podria mediar la captacidn de K* en cfr1A, al menos parcialmente.

Para determinar la participacién del exdmero en la regulacién de otros transportadores
hipotéticos de K*, analizamos el fenotipo de osr2A (anotado en la PomBase como un
ortélogo de la proteina humana KCNAB1-3, un “Canal de potasio, subunidad B”) y el
fenotipo de khalA (anotado como un antiportador de protones/iones K* de membrana,
ortélogo de KHA1 de S. cerevisiae). También analizamos la interaccidén génica entre osr2+,
khal+ vy cfrl+. Los resultados demostraron que ni osr2A ni khalA eran sensibles a sales de
K* y que el fenotipo de los correspondientes dobles mutantes era similar al del mutante
simple cfr1A (Figura 13D). Finalmente, analizamos el crecimiento en presencia de KCl 1 M
de las cepas de la coleccion de S. pombe “Genome-wide Deletion Mutant Library” (Bioneer,
United States), con deleciones en genes anotados como canales/transportadores idnicos.

Ninguna de las cepas resulto ser igual de sensible que cfr1A (Anexo I-1).
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En resumen, todos estos resultados sugieren que la sensibilidad de los mutantes del
exdmero a sales de potasio no es consecuencia (al menos no exclusivamente) de un defecto

en el trafico hacia la membrana de canales/transportadores idnicos.

YES KCl 0,6 M KNO; 0,4 M CH3CO,K 25 mM
A wT T X X EBELIXEEE] ™
cfr1A :
trk1A
trk1A cfr1A
trk2A
trk2A cfr1A
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YES KNO3 0,4 M KCI 0,6 M
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osr2A cfr1A LK I
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Figura 13. Relacion entre el exdmero y los transportadores Trk en presencia de sales de potasio. (A)
Células de las cepas indicadas se sembraron en YES y en YES suplementado con las concentraciones
indicadas de sales de potasio, y se incubaron a 32°C dos dias. WT, wild-type; trkAA, trk1A trk2A. (B)
Imagenes de células WT y cfr1A que expresaban GFP-Trkl creciendo exponencialmente en YES y YES con
KCl 0,6 M, adquiridas en un sistema DeltaVision. Barra de escala, 10 um. (C) Extractos celulares de las
cepas indicadas que expresan GFP-Trk1, incubadas en YES y YES con KCI 0,6 M, fueron sometidos a SDS-
PAGE e inmunodetectados con anticuerpos anti-GFP (panel superior) y anti-tubulina (panel inferior,
control de carga). La posicidn relativa de los marcadores de peso molecular se indica a la derecha (kDA).
La intensidad de cada banda de GFP-Trkl se relativizd con el valor de la correspondiente banda de
tubulina, y todos los valores se relativizaron respecto al valor del WT cultivado en YES. Para cada valor, se
muestran la media y la desviacion estandar de tres experimentos independientes, asi como la significancia
estadistica de la diferencia, determinada utilizando el test de comparaciones multiples de Tukey después
de ANOVA. ns, no significativo. (D) Células de las cepas indicadas se inocularon en YES y YES suplementado
con las concentraciones indicadas de sales de potasio.
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1.3. Hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en mutantes del

exomero

Una actividad alta de la ATPasa de la MP extrae protones del interior celular a un ritmo
elevado, consiguiendo una hiperpolarizacion de la MP, que induce la captacion de iones (K*,
Na*, Li* y Ca®*) y algunos compuestos toxicos como la higromicina B (HygB; Calero et al.,
2000; Madrid et al., 1998; Mulet et al., 1999). Por tanto, para entender si la acumulaciéon de
K* en los mutantes del exémero estaba relacionada con una actividad alta de la ATPasa,
cuantificamos dicha actividad en cepas WT y ¢fr1A en colaboraciéon con J.M. Mulet. Los
datos obtenidos demostraron que esta actividad estaba significativamente incrementada
en el mutante (Figura 14A), y comprobamos mediante western blot que este aumento en

la actividad no era consecuencia de una mayor cantidad de la proteina Pmal (Figura 14B).
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Figura 14. Andlisis de la ATPasa de membrana en mutantes del exémero. (A) Analisis de la actividad
ATPasa (nmol Pi/ug célula minuto) en extractos de células WT y cfr1A. Para cada valor, se muestra la
media de tres experimentos independientes, la desviacién estdndar y la significancia estadistica de la
diferencia determinada utilizando la prueba t. ***, p<0,001. (B) Extractos celulares de las cepas WT y
cfrl14, incubadas en YES y en YES con KCI 0,6 M, fueron sometidos a SDS-PAGE e inmunodetectados con
anticuerpos policlonal anti-Pmal de S. cerevisiae (panel superior) y anti-tubulina (panel inferior; control
de carga). La posicién relativa del marcador de peso molecular se indica a la derecha (kDa).

Para confirmar que este aumento en la actividad ATPasa tenia un efecto en la fisiologia de
las células mutantes y para continuar con la caracterizacién de la sensibilidad a K,

investigamos si la MP estaba hiperpolarizada en los mutantes del exdmero. La
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hiperpolarizacion de la membrana y la retencidén intracelular de K* han sido descritas
anteriormente en el mutante trk1A trk2A en determinadas condiciones (Mulet et al., 1999).
Por tanto, comparamos la sensibilidad a HygB de mutantes simples de delecion de cfri+,
trk1+ y trk2+. También se analizaron los mutantes dobles y triple (Figura 15A). Los
resultados mostraron que cfr1A era parcialmente sensible a HygB y que delecionar cfri+
aumentaba la sensibilidad de las cepas trklA, trk2A vy trklA trk2A (Figura 15A). La
sensibilidad a HygB, junto con el hecho de que suplementar el medio con KCl 0,4 M
mejoraba el crecimiento en presencia del antibidtico, concuerda con un escenario de
hiperpolarizacién de membrana. Ademas, el antibidtico mejoraba el crecimiento de cfriAy
trk1A cfrlA en presencia de concentraciones altas de KCl. A continuacién, analizamos el
crecimiento en presencia de otros iones (Figura 15B). Los resultados mostraron que trk1A
era parcialmente sensible a NaCl 40 mM vy sensible a CaCl, 100 mM; trk2A crecia bien en
todas las condiciones, y trk1A trk2A era la mas sensible de todas las cepas. cfr14 sélo era
sensible a concentraciones muy altas de Na* y Ca?* (paneles inferiores en Figura 15B) e
introducir la mutacién c¢fr1A no aumentaba la sensibilidad de ningin mutante trkA. En
cuanto al crecimiento en placas suplementadas con litio, trk1A era parcialmente sensible a
LiCl 1 mM y trk1A trk2A era muy sensible (Figura 15C). En contraste, cfr1A era resistente
incluso a LiCl 2 mM, una concentracion que reducia el crecimiento del WT, y la delecién de

cfr1+ mejoraba el crecimiento de trk1A en LiCl 1 mM.

En resumen, el aumento de la actividad protdn ATPasa, la sensibilidad de ¢fr1A a HygB y su
supresién por KCl 0,4 M apoyan fuertemente la hipétesis de una MP hiperpolarizada en los
mutantes del exdmero. Sin embargo, la leve sensibilidad a NaCl y la resistencia a LiCl
sugieren que esta hiperpolarizacién no es muy fuerte y podria no explicar por si misma la

sensibilidad a potasio de los mutantes del exdmero.

1.4. La distribucion de la bomba de extrusion de K* Cta3 es anomala en

los mutantes de exdmero

Los mutantes c¢fr1A acumulan K* intracelular y no pudimos identificar un defecto evidente

en ningun transportador/canal, lo cual nos llevd a investigar la posibilidad de que los
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mutantes tuvieran defecto en la extrusion de K*. Los represores tup11+y tup12+ regulan la
expresion de la ATPasa de extrusidon Cta3 en respuesta a estrés idnico pero no osmatico

(Benito et al., 2002; Greenall et al., 2002; Nishikawa et al., 1999).
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Figura 15. Sensibilidad ionica de mutantes de transportadores y del exdmero. (A) Células de las cepas
indicadas se cultivaron en YES y YES suplementado con HygB 2 ug/ml, HygB con KCl, y KCI sin HygB. WT,
wild-type; trkAA, trk1A trk2A. (B) Los mismos detalles experimentales que en (A), pero las células se
cultivaron en placas de YES suplementadas con diferentes cantidades de NaCl y CaCl.. Los paneles
inferiores muestran el crecimiento de las cepas WTy cfr1A en placas suplementadas con concentraciones
altas de los mismos compuestos. (C) Los mismos detalles experimentales que en (B), pero las células se
cultivaron en placas de YES suplementadas con diferentes cantidades de LiCl.

Comparamos el crecimiento de los mutantes del exdmero en KCl y KNOs con el de cta34 'y
el doble mutante en fondos tupl11+ tup12+y tupl1A tup12A (Figura 16A). Descubrimos que
la delecién simultdanea del exdmero y cta3+ conlleva una sensibilidad a bajas
concentraciones de KCl y KNOs, tanto en presencia como en ausencia de los represores,
mientras que cta3A sélo era sensible a KCl 0,6 M en el fondo tupllA tupl2A. Estos
resultados descartan, a priori, un defecto en la transcripcion de cta3+ en los mutantes.
Como Cta3 se describid originalmente como una bomba de Ca?* dependiente de ATP
(Ghislain et al., 1990; Halachmi et al., 1992), también analizamos el crecimiento en placas
de CaCl; y observamos que cta34 sdélo era sensible a concentraciones altas de calcio, y
exclusivamente en ausencia de los reguladores Tup. Bajo estas condiciones, cta3A bch1A
era sensible a concentraciones de calcio mas bajas. En conjunto, estos resultados muestran

gue existe interaccion génica entre el exdmero y Cta3 para una funcién que parece mas
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especifica para el crecimiento en presencia de potasio que en estrés por calcio. Atendiendo
al crecimiento en presencia de HygB, cta3A no era sensible, y cta3A cfr1A (denominado AA
en la Figura 16B) era tan sensible como cfri1A. El crecimiento de cfr1A en presencia del
antibiodtico mejoraba afiadiendo al medio KCI 0,4 M. Curiosamente, cta3A cfr1A no crecia

en medio con KCl 0,4 M ni en KCI 0,4 M con HygB.
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Figura 16. Relacion entre el exdmero y la bomba de exporte de K* Cta3. (A) Células de las cepas indicadas
fueron cultivadas en YES y YES suplementado con los compuestos indicados. tupAA indica que las cepas
cta3A y cta3A bch1A crecidas en la parte baja de la placa llevan las deleciones tup11A y tup12A. (B) Los
mismos detalles experimentales que en (A), pero las células fueron inoculadas en YES y YES suplementado
con KCl 0,4 M, HygB 2 pg/ml, y KCl 0,4 M con HygB 2 ug/ml. WT, wild-type; AA, cta3A bch1A. (C) Células
WT y cfr1A portadoras de un vector vacio o un plasmido integrativo que permite la expresion de cta3+ a
partir del promotor nmt1+ crecidas en medio minimo sin leucina (MM-leu) suplementado con KNOs e
incubadas a 32°C durante 5 dias. (D) Extractos celulares de las cepas WT y bchlA portadoras de la
construccion Cta3-GFP, incubadas en YES antes de afiadir KCl 0,6 M, fueron sometidas a SDS-PAGE e
inmunodetectadas con los anticuerpos anti-GFP monoclonal (panel superior) y anti-tubulina (panel
inferior; control de carga). Los minutos indican el tiempo de incubacion con KCl 0,6 M. La posicidn relativa
de los marcadores de peso molecular esta indicada a la derecha (kDa). (E) Imagenes de células WTy bch1A
portadoras de Cta3-GFP después de 1 h de incubacion con KCI 0,6 M. Las imagenes se capturaron con un
sistema DeltaVision. Barra de escala, 10 um.

Estos datos sugerian que la bomba de extrusion era necesaria para la mejora del
crecimiento en presencia de sal y antibidtico y/o que la ausencia del exémero y la bomba

de extrusiéon provocaba una acumulacion de K*, que era deletérea para las células.
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Razonamos que si la fuerte sensibilidad a K* en el doble mutante fuese consecuencia de una
hiperacumulacién de este ion, la sobreexpresion de cta3+ deberia tener el efecto contrario.
Para probar esta hipétesis, sobreexpresamos cta3+ en cepas WT y c¢fr14, y comprobamos
su crecimiento en placas con KNOs. El resultado mostraba que la sobreexpresion de la
bomba de extrusidon aliviaba el defecto en el crecimiento de c¢fr1A en presencia de altas
concentraciones de K* (Figura 16C). Estos resultados demostraban una relacion funcional
entre el exdmero y Cta3, que estaba relacionada con una extrusién defectuosa de K* en el

mutante del exdmero.

A continuacion, intentamos entender la relacién entre el exdmero y Cta3. Utilizamos la
técnica western blot para determinar si cta3+ estaba siendo regulado adecuadamente en
respuesta a potasio en los mutantes del exdmero. En ambas cepas (WT y bch1A) Cta3-GFP
se detectaba después de 60 minutos de incubacién con KCI 0,6 M (Figura 16D), aunque en
el mutante la cantidad de proteina era mayor. Atendiendo a su localizacién, experimentos
de microscopia mostraban que 1 hora después de anadir KCl la mayoria de Cta3-GFP se
acumulaba en la periferia celular de los sitios de crecimiento polarizado (polos y ecuador),
y que la intensidad de fluorescencia en estas zonas era similar en células WT y mutantes
(Figura 16E). A pesar de ello, una observacion detallada mostré que la distribucion de Cta3-
GFP en la superficie celular era diferente en ambas cepas. En el WT, la proteina se observaba
de forma simétrica en el polo de la célula y sus alrededores, ademas de en la zona media de
la célula (Figura 17A, WT). En bch1A, habia células cuya sefial de fluorescencia a ambos
lados de los polos y/o en la zona media tenian diferente longitud (distribucién denominada
como asimétrica), y células con fluorescencia en los polos pero no en la punta de los mismos
(distribucion subapical; Figura 17A, bch1A). La cuantificacién del porcentaje de células con
diferentes patrones de distribucién de Cta3-GFP demostraba que en una cepa WT
aproximadamente un 10% de las células presentaban una distribucién asimétrica o
subapical, mientras que este porcentaje era superior al 50% en células mutantes (Figura
17B). Curiosamente, las distribuciones asimétrica y subapical no se observaron después de
3 horas en KCI (Figura 17C). Este resultado sugiere que después de su llegada a la superficie

celular, Cta3-GFP difunde a lo largo de la MP.
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Figura 17. Analisis microscopico de Cta3. (A) Panel superior; Imagenes de células WT y bchlA
portadoras de Cta3-GFP después de 1 h de incubacion con KCl 0,6 M. Se muestran células con
diferentes distribuciones de Cta3 en la membrana plasmatica. Los asteriscos indican regiones con una
distribucion asimétrica de Cta3, y la flecha indica un polo celular con distribucién subapical. Panel
inferior; reconstrucciones tridimensionales de imagenes confocales de la distribucién de Cta3-GFP en
células WT y bch1A incubadas en KCI durante 1 h. Para el WT, se muestran células con distribucion
simétrica de Cta3 en los polos celulares (a) y en la zona central (b y c). Para bch14, se muestran células
con distribucion anémala en los polos celulares (a y c) y en la zona central (b y d). (B) El grafico
representa el porcentaje de células WT y bch1A con diferentes patrones de distribucion de Cta3. Los
dibujos en el centro representan los diferentes patrones que fueron contabilizados. (C) Igual que en
(A), pero las células se incubaron en KClI durante 3 h. (D) Representacién de la intensidad de
fluorescencia de los puntos intracelulares de Cta3-GFP en células WT y bch1A capturadas en tres
experimentos independientes. u.a., unidades arbitrarias. Las imdgenes en (A,C) se tomaron con un
sistema DeltaVision. Barra de escala, 10 um. Para cada valor, se muestra la media de tres
experimentos independientes, y la desviacion estandar y la significancia estadistica de la diferencia
(*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Las diferencias estadisticas se determinaron
mediante el test de comparaciones mdltiples de Siddk en (A) y la prueba t en (D).
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Ademas, parte de la fluorescencia de la proteina se observa en puntos intracelulares
(Figuras 16E, 17A), un fenotipo que ya ha sido descrito en las proteinas Tat2 y Mupl en
ausencia del exdmero de S. cerevisiae (Anton-Plagaro et al.,, 2021). Un analisis de la
intensidad de fluorescencia en estos puntos de Cta3-GFP mostré que en la cepa mutante el
nivel de fluorescencia era significativamente mayor que en la WT (Figura 17D), indicando

gue hay una mayor cantidad de Cta3 intracelular.

En resumen, estos resultados demuestran que el exdmero es necesario para un transporte
eficiente de Cta3 desde el TGN hacia la MP. Aunque la ausencia del exdmero no bloquea el
transporte hacia la MP, resulta en una distribucién deficiente en la superficie celular, lo cual

puede contribuir a la sensibilidad a K*.

1.5. Regulacion de la homeostasis del K* en el PVE por parte del exémero

Se sabe que el PVE tiene una morfologia aberrante en los mutantes del exdmero (Moro,
2018; Moro et al., 2021). Nhx1/Cpal es similar a NHX1 de S. cerevisiae, un antiportador de
Na*y K*/H* que secuestra Na* y K* en las vacuolas/PVE, contribuyendo a la tolerancia a K*,
y controla la fusién vacuola-cuerpo multivesicular. Ademas, nhx1A es sensible a
concentraciones altas de K* e HygB (Brett et al., 2005; Gaxiola et al., 1999; Karim and Brett, 2018).
Por lo tanto, analizamos la relacion entre el exdmero y Nhx1 de S. pombe. Observamos que
el defecto en el crecimiento de los dos mutantes simples en KCI 0,6 M era similar, mientras
que el nhx1A cfr1A no podia crecer a esta concentracién (Figura 18A), lo que indica que
Nhx1 ayuda a paliar los efectos negativos de la acumulacidn de K* del mutante del exémero,
y que el exdmero y Nhx1 actian por mecanismos independientes. Finalmente, los mutantes
del exdmero no presentaban alteraciones en la distribucién de Nhx1-GFP estudiada

mediante microscopia, o en su cantidad mediante western blot (Figura 18B,C).

Estos resultados sugieren fuertemente que el papel del exdmero en la regulacién de la

homeostasis del K* no se ejerce a través de Nhx1.
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Figura 18. Relacion del exémero con el transportador Nhx1. (A) Células de las cepas WT, cfr14, nhx14 y
cfr1A nhx1A (AA) se sembraron en placas de YES y YES con KCI 0,6 M. (B) Extractos celulares de las cepas
WTy cfr1A expresando Nhx1-GFP e incubadas en YES y YES con KCI 0,6 M durante 1 hora se sometieron a
SDS-PAGE y se inmunodetectaron con anticuerpos anti-GFP (panel superior) y anti-tubulina (panel inferior,
control de carga). En el primer carril se cargaron extractos de una cepa que no expresaba Nhx1-GFP (C)
para identificar las bandas inespecificas, que estan marcadas con asteriscos. La intensidad de cada banda
de Nhx1-GFP se relativizo respecto al valor de la correspondiente banda de tubulina, y todos los valores se
relativizaron respecto al valor del WT crecido en YES. Para cada valor se muestra la media, la desviacion
estandar y la significancia estadistica de la diferencia de tres experimentos independientes, determinada
mediante el test de comparaciones multiples de Tukey (ns, no significativo). (C) Las mismas condiciones
experimentales que en (B), pero las células fueron fotografiadas con un sistema DeltaVision. Barra de
escala, 10 um.

1.6. Los mutantes del exdmero presentan defectos en la homeostasis del

Ca?'y en la distribucion de Pkd2

Como el mutante cta3A tiene un defecto en la homeostasis del Ca?* (Ghislain et al., 1990;
Halachmi et al., 1992) y los mutantes del exdmero presentan una leve sensibilidad a CaCl,
(Figura 15A), investigamos la relacién entre su sensibilidad a K* y la homeostasis del Ca?*.
Inicialmente utilizamos la activacién de la calcineurina como aproximacién para estimar los
niveles de calcio intracelular. Determinamos mediante western blot la cantidad de GFP
soluble expresada a partir de un promotor de respuesta a calcineurina (CDRE-GFP; Deng et

al., 2006; Diessl et al., 2020; Kume et al., 2011; Ma et al., 2011). Como esperabamos, en el
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silvestre la cantidad de GFP soluble aumentaba cuando afiadiamos CaCl; al medio. También
observamos este aumento en el mutante (panel superior en Figura 19A). Una observacion
mas exhaustiva de los resultados indicé que en condiciones basales (0’) la cantidad de GFP
era significativamente mayor en cfr1A que en el WT, lo cual sugeria una mayor cantidad de
Ca®* intracelular. A continuacién, nos preguntamos si el K* tendria algun efecto en la
activacion de la calcineurina, por lo que afiadimos KCl a los cultivos y observamos que en el
WT habia un incremento en la cantidad de GFP respecto al tiempo 0’. En cfr1A, donde a
tiempo 0’ ya habia un nivel alto de GFP, este nivel no se incrementaba mas (60’; panel

inferior en Figura 19A).

Es posible que la fuerte sefal de GFP detectada en el mutante en condiciones basales no
nos permitiera observar un aumento. Ademads, la respuesta de la calcineurina a Ca%*y Cl se
regula de forma diferente (Hirayama et al., 2003). Para solventar estas consideraciones,
analizamos la homeostasis del calcio tras el tratamiento con KCl utilizando un enfoque mas
directo y sensible. Realizamos microscopia de fluorescencia para ver los niveles de Ca%* a lo
largo del tiempo utilizando el indicador de calcio fluorescente GCaMP (Poddar et al., 2021).
Estos experimentos se realizaron en colaboracion con Qian Chen (OH, USA). Las cepas WT
y cfr1A que expresaban este marcador se fotografiaron después de afiadir KCl 0,6 M para
examinar cdmo las células respondian a este estrés. Observamos que esta sal inducia un
incremento de los niveles de calcio, similar en ambas cepas hasta los 60’. Los niveles de Ca?*
de células silvestres presentaban un pico maximo después de 75 minutos, alcanzando un
aumento del doble con respecto al nivel basal (Figura 19B, paneles superior y central). Sin
embargo, en las células cfr1A la cantidad de Ca?* continuaba creciendo durante otros 15
minutos, alcanzando un pico que era tres veces mayor que el nivel basal (Figura 19B,
paneles superior y central). El nivel mdximo de Ca?* en ¢fr1A era un 67% mayor que en el
WT. Después de alcanzar este pico, el nivel de Ca?* se estabilizaba en el WT, mientras que
en el mutante disminuia gradualmente durante el tiempo restante, alcanzando un nivel mas
bajo que el del WT. Estos resultados demuestran que tanto la respuesta inicial como la
adaptacion a la presencia de KCl estan alteradas en ausencia del exémero. Para entender si

el aumento del calcio citopldsmico era debido a una captacion desde el exterior o a
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movimientos de los reservorios internos, analizamos los niveles de Ca?* en presencia de
EGTA. Observamos que la presencia del quelante en el medio bloqueaba completamente el
aumento en los niveles de Ca?* tanto en las células WT como en las cfr1A (Figura 19B, panel
inferior). En resumen, concluimos que Cfrl modula la homeostasis del Ca?* en respuesta a

estrés por KCl regulando algln aspecto relacionado con la captacion de Ca?* extracelular.

Por lo tanto, analizamos la relacion entre el exdmero y las proteinas relacionadas con el
transporte de calcio. Primero nos interesamos en Pkd2, el ortélogo en S. pombe del canal
idnico de mamiferos Transit Receptor Potencial (TRP)-like polycystic kidney-disease (P2)
(Koyano et al., 2023; Palmer et al., 2005; Sinha et al., 2022). Los canales TRP conducen iones

Ca?*, Na*y K* (Dong et al., 2010; Morris et al., 2019).

pkd2A es inviable, y el mutante pkd2-81KD, en el que pkd2+ se encuentra bajo el control de
una versién de expresion baja del promotor de nmt1+, es viable en medio rico y sensible a
KCl 1 My CaCl, (Morris et al., 2019; Palmer et al., 2005). Para entender si Pkd2 es un cargo
del exdmero cuyo bloqueo en el TGN pueda llevar a los fenotipos de cfr1A y bchlA,
comparamos el crecimiento de bch1A, pkd2-81KD y el mutante doble en presencia de K*y
Ca®*. pkd2-81KD (denominado pkd2 en la Figura 19C) crecia mejor que bch1A en placas con
potasio (KCI 0,6 My KNOs 0,4 M) y peor que bchl1A en placas con CaCl, 40 mM. En todos los

casos, la cepa pkd2-81KD bch1A (denominada pkd2 bch1A en la figura) era la mads sensible.

Aunque estos resultados indican que los fenotipos de los mutantes del exdmero no se
deben a un bloqueo de Pkd2 en el TGN, analizamos la distribucion de Pkd2 en WT y
mutantes. Observamos que Pkd2-GFP se localizaba en la superficie celular, con una fuerte
acumulacién en la zona del septo en ambas cepas (Figura 20A). No detectamos diferencias
entre las cepas atendiendo a la distribucidon y la intensidad de fluorescencia de Pkd2-GFP
en la superficie celular, ni en condiciones basales ni en KCl (Figura 20A). Para entender si la
distribucién de Pkd2 era andmala en los primeros tiempos tras la induccién con KCl, como
habiamos observado con Cta3, expresamos el gen pkd2+ a partir del promotor de cta3+. En
estas condiciones, el porcentaje de células con una distribucién de fluorescencia asimétrica

o subapical era significativamente mayor en cfr14A que en el WT (Figura 20B).
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Figura 19. Relacion entre el exdmero y la homeostasis del calcio. (A) Panel superior, extractos celulares
de las cepas WT vy cfr1A que portan la construccion pCDRE-GFP tratadas con CaCl; 0,15 M durante los
tiempos indicados (minutos). Los niumeros debajo de las bandas indican la intensidad relativa de la
relacion GFP/tubulina a tiempo 0. Se realizaron tres experimentos independientes; en todos los casos, los
valores del mutante fueron relativizados con respecto a los valores del WT, que fue considerado 1,00. Se
indican la media, desviacion estandar y significancia estadistica de la diferencia para cfr1A. Panel inferior,
los mismos detalles experimentales, pero las células fueron tratadas con KCI 0,6 M durante los tiempos
indicados. (B) Panel superior: imagenes a distintos intervalos de tiempo de células WTy cfr1A después de
transferirlas a YES con KCl 0,6 M. Los numeros representan puntos temporales (minutos). Las células
expresan el indicador de calcio fluorescente GCaMP6s, y el espectro de colores muestra el nivel de
fluorescencia ([Ca?*]). Los asteriscos denotan puntos temporales en los que los niveles de calcio en cfr14
eran aparentemente diferentes de aquellos en el WT. Panel central: lineas temporales de la intensidad de
fluorescencia normalizada de GCaMP6s después de afadir la sal. Las nubes representan las desviaciones
estandar. Los datos representan la media de dos experimentos independientes. Panel inferior: el mismo
procedimiento experimental, pero el experimento se llevé a cabo en presencia de KCl y EGTA. (C) Células
de las cepas indicadas se sembraron en YES y YES suplementado con los compuestos indicados. WT, wild-
type; pkd2, mutante pkd2-81KD. En (A) se sometieron a SDS-PAGE cantidades iguales de proteina en cada
extracto celular, y se inmunodetectaron con anticuerpos anti-GFP (panel superior) y anti-tubulina (panel
inferior). En (A,B) la significancia estadistica fue determinada utilizando la prueba t. ns, no significativo;
*p < 0,05; **p <0,01; ****p < 0,0001.
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Ademas, existia fluorescencia intracelular de Pkd2. Todas las células presentaban una leve
sefial correspondiente a las vacuolas, que en S. pombe son pequefias y numerosas, y algunas
células presentaban al menos un punto brillante intracelular (indicado por una flecha en la
Figura 20A). En la cepa WT menos del 20% de las células presentaban puntos intracelulares,
mientras que este nUmero era mayor del 40% en células cfr1A (Figura 20C). Esta diferencia
era evidente en ausencia de KCI, demostrando que era producida por la ausencia del
exdmero. Ademas, los puntos eran ligeramente mas brillantes en el mutante que en el
control (Figura 20D). Mediante western blot comprobamos que esta mayor fluorescencia
no se debia a unos mayores niveles de proteina (Figura 20E). Al contrario, una cuantificacion
de la cantidad de GFP libre, que normalmente sirve como aproximacion para estimar la
abundancia de proteinas transmembrana, mostrd que habia menos Pkd2-GFP en ¢fr1A que
en el WT. Por lo tanto, el exdmero regula la distribucidn de Pkd2, lo que puede contribuir a

su papel en la regulacion de la homeostasis del calcio.

Para obtener mas informacion sobre la relacion entre el exdmero y la homeostasis del
calcio, analizamos su interaccion genética con otras proteinas implicadas en el trasporte de
este catién. Trp663 y Trp1322 son canales de tipo TRP (Ma et al., 2011; Morris et al., 2019),
y por tanto analizamos su sensibilidad a potasio y su relacién funcional con el exédmero.
Como se muestra en la Figura 21A, su delecién no producia sensibilidad a KCl ni aumentaba
la sensibilidad de bch1A. Por el contrario, los dobles mutantes eran mas sensibles a CaCl,
gue los mutantes simples. También analizamos la relacién del exdmero con Pmrl y Pmcl,
gue son ATPasas tipo P que participan en el transporte de calcio y se localizan en la MP y en
la vacuola respectivamente (Cortés et al., 2004). pmr1A era mas sensible a KCl que cfr1A4,
mientras que pmclA era menos sensible que cfriA, y los dobles mutantes eran los mas
sensibles (Figura 21B). Por tanto, existia una relacién funcional entre el exdmero vy los
transportadores de calcio, teniendo en cuenta el crecimiento en presencia de potasio. Con
relacion al calcio, pmc1A era parcialmente sensible a concentraciones bajas de CaCl; a las
que pmclA cfrlA era incapaz de crecer, y pmrlA era sensible a CaCl; 100 mM mientras que
pmrlA cfrlA no lo era, lo cual sugiere que algun proceso mediado por el exdmero era

deletéreo para pmrl1A en presencia de calcio.
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Figura 20. Analisis microscopico de Pkd2. (A) Imagenes de células WT y cfr1A con Pkd2-GFP incubadas en
YES y capturadas con un sistema DeltaVision. El panel de la izquierda es un aumento de una célula WT. La
flecha indica un punto intracelular de Pkd2-GFP. Barra de escala, 10 um. (B) Andlisis cuantitativo de los
patrones de distribucidon de Pkd2-GFP en células WT y cfr1A en las que pkd2+ se expresaba bajo el control
del promotor de cta3+. Las células se incubaron en KCI 0,6 M durante 1 h. (C) Porcentaje de células WTy
cfr14, incubadas en YES y YES con KCI 0,6 M durante 1 h, que no mostraron puntos intracelulares de Pkd2-
GFP, y que mostraron al menos un punto. (D) Representacion de la intensidad de fluorescencia de los
puntos intracelulares de Pkd2-GFP en células WT y cfr1A incubadas en KCl 0,6 M durante 1 h. (E) Extractos
celulares de las cepas indicadas que expresan Pkd2-GFP incubadas en YES y YES con KCI 0,6 M. El dltimo
carril de la derecha (C) corresponde a extractos de una cepa sin GFP, utilizada para determinar las bandas
inespecificas, que estan marcadas con asteriscos. La punta de flecha indica la GFP libre. Cantidades iguales
de proteina en cada extracto celular se sometieron a SDS-PAGE y se inmunodetectaron con anticuerpos
anti-GFP (panel superior) y anti-tubulina (panel inferior, Tub, control de carga). En (C,E), las células se
incubaron en YES (KCI -) y en YES con KCI 0,6 M (KCI +) durante 1 h. Para cada valor, se muestran la media
y la desviacidn estandar de tres experimentos independientes, asi como la significancia estadistica de la
diferencia determinada utilizando la prueba t (D), el test de comparaciones multiples de Sidak (B,C) y el
test de comparaciones multiples de Tukey (E). ns, no significativo; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001.
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En conjunto, estos experimentos demuestran que la homeostasis del calcio estd alterada
en los mutantes del exdmero, y sugieren que algunos pequeiios defectos en el trasporte de
Pkd2 podrian contribuir a esta alteracién. Ademas, sugieren que el exdmero y los
mecanismos que gobiernan la homeostasis del calcio actian en paralelo para permitir a la

célula crecer bajo estrés por K*.
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Figura 21. Andlisis de otros canales de Ca?*. (A) Células de las cepas indicadas se cultivaron en YES y YES
suplementado con los compuestos indicados a 32°C durante 2 dias. (B) Los mismos detalles
experimentales que en (A).

1.7. Fenotipo de los mutantes defectuosos en clasificacion de proteinas

en el TGN

El fenotipo observado en los mutantes del exdmero podria no ser especifico de la ausencia
de este complejo, sino comun en todos los mutantes defectivos en clasificacidn de proteinas
en el TGN. Para investigar esta posibilidad, analizamos el crecimiento de mutantes de
delecién de adaptadores de clatrina que facilitan el transporte de proteinas hacia la MP
(apm1A), PVE (ent34, gga21A, gga22Ay gga21A gga22A) y la vacuola (apm3A) en presencia
de sales de K*y Ca?*, sorbitol, HygB y KCI con HygB. Los resultados fueron que apmliA,
gga22A y gga2lA gga22A (denominado ggaAA en la Figura 22) eran sensibles a
concentraciones altas de sales de K* y a sorbitol (Figura 22), lo cual demuestra que tienen
problemas para crecer bajo estrés osmético. Ademas de cfrl1A, el Unico mutante sensible a
acetato de potasio fue gga22A, que fue el Unico mutante que crecié en CaCl, tan
eficientemente como el WT. ent3A y apm3A fueron ligeramente sensibles a altas
concentraciones de KCl y KNOs y fueron muy sensibles a CaCl,. Todos los mutantes
mostraron cierto grado de sensibilidad a HygB, que fue aliviado por KCI, un indicativo de

hiperpolarizacién de la membrana.
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Estos resultados demuestran que los mutantes del exdémero comparten un defecto en la
polarizacién de la membrana con otros mutantes deficientes en el trafico desde el TGN,
pero muestran una combinaciéon Unica de fenotipos adicionales relacionados con

alteraciones en la homeostasis del K* y el Ca?*.

KCl 0,4 M +
HygB 5 pg/ml
"9 % N

Figura 22. Sensibilidad a estrés de mutantes defectivos en adaptadores de clatrina. Células de las cepas
indicadas se cultivaron en placas de YES y YES suplementado con los compuestos indicados a 28°C durante
4 dias. WT, wild-type; ggaAA, gga21A gga22A.

2. Ladistribucion de lipidos en la MP esta alterada en mutantes del

exomero

2.1. Distribucion de los esteroles

La distribucion de los esteroles de membrana influye en la distribucion de proteinas
integrales de membrana, incluyendo la ATPasa Pmal, y se ha relacionado con el potencial
de membrana vy la tolerancia salina (Iwaki et al., 2008; Kodedova and Sychrovd, 2015). Para
obtener mas informacién sobre el posible papel del exdmero en la regulacidon de la
distribucién de esteroles, primero investigamos la relacion entre el exdmero, los esteroles
y el estrés, comparando el crecimiento de los mutantes del exdmero con el de erghA y
erg28A (mutantes deficientes en la sintesis de esteroles) y los correspondientes mutantes
dobles. erg5A mostraba sensibilidad a sales de K* e HygB, que era mas leve que en los
mutantes del exdmero. Era ligeramente mas sensible que los mutantes del exdmero a CaCl;
y crecia bien en sorbitol (Figura 23A). erg5A bch1A era mas sensible que el mutante simple
a todos los compuestos excepto a sorbitol, al cual ninguno de ellos era sensible. Aunque
erg28A mostraba un crecimiento lento en placas de YES, fue posible analizar su crecimiento
bajo condiciones de estrés. Este mutante era sensible a sales de K*, HygB, CaCl, y sorbitol

(Figura 23A). erg284A bch1A era incluso mas sensible a todas las fuentes de estrés excepto
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a sorbitol, una condicién en la que crecia mejor que erg28A. Estos resultados sugieren que
el exdmero podria tener una funcidn relacionada con los esteroles, pero no con la

regulacion de Erg5 y Erg28.

Para obtener mas informacién sobre la relacion del exdmero con los esteroles,
determinamos la distribucidn de estos lipidos en las cepas WT y bch1A utilizando la sonda
de unidn a esteroles mCherry-D4H. Esta sonda se une a los esteroles presentes en la parte
interna de la MP. En YES, la distribucién de esta sonda era similar en ambas cepas (Figura
23B| YES). Como estd descrito (Marek et al., 2020), la sefal estaba presente a lo largo de la
MP, aunque no uniformemente. La fluorescencia era fuerte en las zonas de no crecimiento
activo (los laterales de la célula) y débil en las zonas de crecimiento (los polos y el ecuador
antes de la septacién). Después de 1 h en KCl 0,6 M, observamos esta misma distribucién
de mCherry-D4H en el 98,8% de las células WT, mientras que en el 1,2% restante la sonda
se distribuia uniformemente a lo largo de la MP con una intensidad de fluorescencia
intermedia (Figura 23B, KCl 0,6 M y Figura 23C). En células bchlA tratadas con KCl, la
intensidad de fluorescencia en las regiones de la membrana con una sefial fuerte era muy
variable, de forma que en algunas células era similar a la del WT pero en otras células estaba
mas cerca a los niveles de las células con distribucién uniforme. Por esta razén las
diferencias entre WT y bch1A no fueron significativas (Figuras 23B y C, panel superior).
Aparte de esta variabilidad, la diferencia mas llamativa entre células WT y mutantes era el
porcentaje de células con fluorescencia uniforme, que aumentaba del 1,2 al 32,4% en el
mutante (Figura 23C, panel inferior). Estos resultados demuestran que la distribucion de la
fraccion de esteroles accesible a la sonda D4H era andmala en mutantes del exdmero

expuestos a KCl.

Como se ha descrito anteriormente, la distribucién de Cta3 y Pkd2 en la superficie celular
estaba alterada en mutantes del exdmero tras un periodo corto después de su induccién
(Figura 17A,B). Para entender si existia alguna correlacion entre la distribucion de Cta3 y los
esteroles, observamos bajo el microscopio una cepa que portaba Cta3-GFP y mCherry-D4H
1 h después de afiadir KCl 0,6 M. Cta3 se acumulaba en las zonas de crecimiento activo de

la célula y estaba ausente en las zonas de no crecimiento (Figuras 16E, 17A, 23B).
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Figura 23. Relacion entre el exdmero y los esteroles de la membrana plasmatica. (A) Células de las cepas
indicadas se cultivaron en YES y YES suplementado con los compuestos indicados a 28°C durante 3 dias.
(B) Imagenes de células WT y cfr1A que expresan Cta3-GFP y la sonda de union a esteroles mCherry-D4H,
y que se incubaron en YES y YES con KCl 0,6 M durante 1 h. Las puntas de flecha indican regiones de la
membrana con sefiales fuertes de GFP y mCherry. Las imagenes se capturaron con un microscopio
confocal Dragonfly. Barra de escala, 10 um. (C) Panel superior; intensidad de fluorescencia de mCherry-
D4H (u.a., unidades arbitrarias) en células WT y cfr1A. En las células con distribuciéon no uniforme, se
analizé por separado la intensidad en las regiones con fluorescencia intensa y fluorescencia débil. Los
valores de cuatro experimentos independientes se relativizaron al valor del WT en regiones con
fluorescencia fuerte. Panel inferior; porcentaje de células con una distribucion de fluorescencia uniforme
y no uniforme. Se representa la media, desviacion estandar y significancia estadistica de las diferencias
determinada utilizando los tests de comparaciones multiples de Tukey (para la intensidad de
fluorescencia) y Sidak (para el porcentaje de células). ns, no significativo; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001.

Por tanto, en el WT las regiones de la membrana con fluorescencia verde y roja no
solapaban, lo cual indica que Cta3 se localiza en regiones de la membrana con baja
abundancia de esteroles accesibles a D4H. En el mutante, Cta3-GFP mostraba una
distribucién asimétrica/subapical en los polos/ecuador de la célula (Figuras 16E, 17A, 23B).
Esta distribucion era diferente de la de los esteroles, que no era asimétrica. En
consecuencia, una fraccidon de Cta3 se localizaba en regiones de la membrana con una
fluorescencia de D4H mayor que las regiones en las que se localizaba Cta3 en el WT (algunos

ejemplos se sefialan con puntas de flecha en la Figura 23B).
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2.2. Distribucion del PI(4,5)P2

La distribucion de lipidos anidnicos a lo largo de las membranas de la célula, junto con su
distribucién asimétrica en ambas capas lipidicas, influye en la carga y la curvatura de las
membranas, la distribucién de las proteinas, el trafico vesicular, los procesos de sefalizacion
y el posicionamiento del plano de divisidn (Caillaud, 2019; Gurtovenko and Vattulainen,
2008; Platre and Jaillais, 2017; Yeung et al., 2008). Aunque los fosfoinositidos (Pl) no son
muy abundantes, son muy anidnicos y, por tanto, su presencia y distribucion tienen un
impacto significativo en todos estos procesos. Ademas, se acumulan selectivamente en
diferentes membranas, participando en procesos de regulacién local y contribuyendo a la
direccionalidad adecuada del trafico vesicular (Behnia and Munro, 2005). En particular, el
PI(4,5)P2 esta presente en la MP, participa en la secrecion y la endocitosis, y modula la
actividad de canales de K* (Di Paolo and De Camilli, 2006; Suh and Hille, 2005). Por todo
ello, analizamos si la ausencia del exémero repercutia en alteraciones en este lipido.
Primero comparamos el crecimiento de c¢fr1A con el de its3-1, un mutante termosensible
de la 1-fosfatidilinositol-4-fosfato 5-quinasa Its3 (Zhang et al., 2000). Observamos que el
mutante its3-1 cfr1A era mas termosensible que los mutantes simples its3-1y cfr14, lo cual
sugiere una interaccion genética (Figura 24A). A continuacion, determinamos la distribucion
de Its3-GFP y observamos que en las cepas WT y cfr1A la proteina aparecia como una linea
de puntos fluorescentes distribuidos a lo largo de la membrana (Figura 24B). Quince
minutos después de anadir KCl 0,6 M la mayoria de los puntos fluorescentes desaparecian
de la MP, y se volvian a observar en ambas cepas nuevamente en la MP 30 minutos después

del tratamiento.

Curiosamente, cuando analizamos el comportamiento de la sonda GFP-h\GAP1IP4BP(PH),
que se une al PI(4,5)P2 (Hammond et al., 2009), vimos que existian diferencias entre células
WT vy cfr1A. En el WT, la mayoria de la fluorescencia se observaba uniformemente a lo largo
de la MP antes de afadir KCl (Figura 24C); ademads, habia una fluorescencia débil en el
citoplasma, que podria ser inespecifica o un exceso de sonda no unida a la membrana.
Después de 15 minutos en KCIl 0,6 M, la mayoria de la fluorescencia era citoplasmatica, y se

relocalizaba a la membrana tras 30 minutos. La distribucion de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) en
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cfrlA era similar a la del WT antes del estrés y tras 15 minutos en KCI. Sin embargo, la

fluorescencia no se relocalizaba en la membrana después de 30 minutos (Figura 24C).
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Figura 24. Relacion entre el exémero y el PI(4,5)P2 de la membrana plasmatica. (A) Células de las cepas
indicadas se sembraron en palcas de YES y YES con KCl 0,6 M, y se incubaron a 25°Cy 32°C durante 5y 3
dias, respectivamente. (B) Imagenes de células WT y cfr1A que expresan Its3-GFP incubadas con KCl 0,6
M durante los tiempos indicados (minutos). (C) Células WT y cfr1A que expresan la sonda de unidn a
PI(4,5)P2 GFP-h\GAP1IP4BP(PH) y se incubaron con KCI 0,6 M durante los tiempos indicados (minutos).
(D) Porcentaje de células WT y cfr1A con fluorescencia de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) en la periferia celular.
Las células se incubaron con KCI 0,6 M y se capturaron en los tiempos indicados (minutos). (E) Porcentaje
de células WT y cfr1A con fluorescencia de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) en cimulos. Las células se incubaron
con KCI 0,6 M y se capturaron en los tiempos indicados (minutos). En (B,C) las imdgenes se capturaron
con un sistema DeltaVision. En (D,E) para cada tiempo se muestran la media y la desviacion estandar de
cuatro experimentos independientes, asi como la significancia estadistica de las diferencias determinada
utilizando el test de comparaciones multiples de Sidak. ns, no significativo; *,p < 0,05; **** p < 0,0001.
En (B,C) barra de escala, 10 um

Anilisis cuantitativos del comportamiento de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) durante un tiempo

mas largo revelaron un comportamiento dinamico en la cepa WT, con ciclos de asociacion

y disociacién con la MP (Figura 24D). En el mutante, la sonda se disociaba de la membrana

después de 15 minutos en KCl y no se volvia a asociar con ella completamente incluso 90

minutos después del tratamiento. Cuando cuantificamos el porcentaje de células WT que

presentan este Pl en cimulos al afiadir KCl 0,6 M, encontramos que los valores siguen un
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patréon de dientes de sierra a lo largo del experimento, mientras que las células cfriA
muestran menos variabilidad (Figura 24E). Como este comportamiento dindmico no se
observaba en la enzima que sintetiza el PI(4,5)P2, probablemente estuviera producido por

cambios en la actividad de Its3 o en la accesibilidad de |la sonda al PI(4,5)P2.

En resumen, en ausencia del exdmero y en presencia de KCl, la distribucion de los esteroles
y el PI(4,5)P2 es diferente a la del WT, lo cual puede contribuir a una alteracién en la

polarizacién de membrana y la homeostasis idnica en el mutante.

3. Relacidon entre el exdmero, los lipidos de la MP y la ruta de

integridad celular

3.1. Los mutantes del exomero son defectuosos en la activacion de la ruta

CIP en respuesta a estrés osmoético

Los mutantes del exdmero son sensibles a KCl y presentan defectos en septacién en
presencia de esta sal (Hoya et al., 2017). Para seguir estudiando el papel del exdmero en la
respuesta a KCl, decidimos analizar la relacion de este complejo con las rutas de respuesta
a estrés. Dado que la ausencia del exémero produce defectos en la localizacién del
PI(4,5)P2, que es importante para la regulacion de las PKCs y la activacion de la ruta CIP
(Kabeche et al., 2015; Nelsestuen and Bazzi, 1991), y que esta ruta participa en un
mecanismo de control que regula la formacion del septo en respuesta a estrés (Edreira et
al., 2020), nos centramos en analizar la respuesta CIP en el mutante del exdmero. Como se
ha indicado en la seccion de antecedentes, resultados iniciales del laboratorio indicaban
gue esta ruta no se activaba eficientemente en ausencia del exdmero en células tratadas
con KCly con acetato de potasio, pero si lo hacia en respuesta a Caspofungina (Moro, 2018).
En este trabajo hemos confirmado que el nivel de respuesta en células cfr1A tratadas con
KCl 0,6 M era de aproximadamente un 50% del nivel del control WT (Figura 25A). Ademas,
en esta tesis doctoral se ha extendido el analisis de la respuesta de la ruta CIP. Asi,

obtuvimos un resultado similar para el mutante bch1A (Figura 25B).
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Figura 25. La activacion de la ruta de integridad celular (CIP) en respuesta a estrés osmoético es
defectuosa en mutantes del exémero. (A) Células del control silvestre (WT) y el mutante del exémero
cfr1A fueron expuestas a KCl 0,6 M durante el tiempo indicado (minutos). Se analizé la activacion de CIP
por western blot en muestras con Pmk1-HA:6His purificada (Materiales y métodos), utilizando anticuerpos
anti-p42/44 (Pmk1 fosforilada) y anti-HA (Pmk1 total). (B) Igual que en (A), pero el mutante del exdmero
fue bch1A. (C) Activacién de CIP en células tratadas con KNOs 0,6 M. (D) Las cepas indicadas se recogieron
por filtracion, se transfirieron desde YES a YES con sorbitol 1,2 M, se incubaron durante los tiempos
indicados y se analizaron para comprobar la activacion de CIP. (E) Activacion de CIP en células tratadas
con CH3CO2K 25mM. (F) Células creciendo en YES con sorbitol 0,8 M se transfirieron a YES, se incubaron
durante los tiempos indicados y se analizé su activacion de CIP. (G) Activacién de CIP en células tratadas
con CaCl2 0,1 M. (H) Activacidn de CIP en células tratadas con Caspofungina 1 pg/ml. (I) Activacién de CIP
en células incubadas a 40°C durante el tiempo indicado. Todos los andlisis se realizaron un minimo de tres
veces. Se muestra sélo uno de forma representativa. Las gréficas de barras representan la actividad CIP
calculada como la proporcion entre la sefial de p42/44 (Pmk1 fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). u.a.,
unidades arbitrarias. Se muestran la media, la desviacién estandar y la significancia estadistica de las
diferencias entre el WT y el mutante, tratados durante el mismo tiempo, determinada mediante el test de
comparaciones multiples de Siddk. ns, no significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ****, p < 0,0001.



74 |

Para determinar si la ausencia del exémero producia un defecto en la respuesta a cloruro,
a potasio o al choque osmético, analizamos en detalle la activacion de CIP en células WT y
cfr1A tratadas con diferentes compuestos. El mutante era defectuoso en la respuesta CIP a
KNOs 0,6 M (Figura 25C) y a sorbitol 1,2 M (Figura 14D), pero no a acetato de potasio 25
mM (CH3CO:K, Figura 25E), una concentracién suficientemente baja como para permitir el
crecimiento del WT. Estos resultados sugieren que los mutantes del exémero son
defectuosos en la respuesta a choque osmdtico. A continuacién, analizamos la respuesta
CIP a choque hipoosmético transfiriendo las células de YES suplementado con sorbitol 0,8
M a YES (Figura 25F). En estas condiciones, el rango de respuesta era menor que el
observado con otros estimulos, lo cual incrementaba la variabilidad de los resultados; en
consecuencia, las diferencias entre WT y mutante no eran significativas. Aun asi, en cada
experimento la sefial para el mutante era menor que para el WT, sugiriendo que el exdmero
podria ser necesario para la activaciéon efectiva en respuesta a choque hipoosmético.
Finalmente, analizamos la respuesta de algunas fuentes de estrés que no estaban
relacionadas con cambios en la osmolaridad. Analizamos la respuesta a CaCl, 0,1 M porque,
como hemos visto anteriormente, los mutantes del exdmero son defectuosos en la
homeostasis del calcio. También analizamos en detalle la respuesta a Caspofungina 1 ug/ml
porque los mutantes del exdmero tienen un leve defecto en la composicién de la pared
celular, y el dafio a la pared celular es un estrés que tipicamente activa la ruta CIP (Barba et
al., 2008; Cansado et al., 2022; Garcia et al., 2009; Hoya et al., 2017). Como fuente de estrés
adicional, analizamos la respuesta de CIP a estrés térmico a 40°C. Los resultados mostraron
que la activacién de CIP era similar en células WT y cfr1A en respuesta a estas fuentes de

estrés (Figura 25G,H, ).

A continuacién, quisimos analizar si el defecto en la respuesta en CIP era especifico o
indirecto, ya que la ruta CIP presenta una regulaciéon cruzada con otras rutas de
sefializacion. Existe una relacion funcional entre la ruta CIP, la calcineurina y la captacién de
calcio (Cansado et al., 2022; L. Deng et al., 2006; Sugiura et al., 1998), y los mutantes del

exomero, como hemos visto anteriormente, tienen una actividad de la calcineurina alta y
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presentan defectos en la homeostasis del calcio. De acuerdo con esto, investigamos si la

activacion de CIP reducida en cfr1A estaba relacionada con esos defectos.

Como se muestra en la Figura 26A, el nivel de activacidon de CIP en respuesta a KCl era
significativamente mayor en las cepas que tenian la mutacién ppblA (carecian de la
subunidad catalitica de la calcineurina) que en las correspondientes cepas control ppb1+. A
pesar de esto, el nivel de fosforilacion de Pmk1 seguia siendo menor en cfr14 ppb1A que en
ppblA (control cfr1+) Este resultado demuestra que la actividad calcineurina incrementada

en los mutantes del exdmero no es responsable de su defecto en la activacion de CIP.

La expresion de fosfatasas que desfosforilan Pmk1 y, por tanto, inhiben la ruta CIP, depende
de la proteina quinasa de la ruta SAPK, Styl (Madrid et al., 2007). En consonancia,
investigamos la posibilidad de que la actividad reducida de CIP fuese una consecuencia de
la hiperactivacion de Sty1 y/o la acumulacion de Pmp1, la fosfatasa mas especifica de Pmk1
(Cansado et al., 2022; Prieto-Ruiz et al., 2020; Sugiura et al., 1998, 2003). Como se muestra
en la Figura 26B, los niveles de fosforilacidn de Styl en repuesta a KCl eran similares en las
cepas WT y cfr1A. Ademas, los niveles de Pmp1 también eran similares en WT, cfr1Ay bch1A
(Figura 26C).

Existe una regulacién cruzada entre CIP y TORC2, y los mutantes defectuosos en
componentes y reguladores de TORC2 son sensibles a KCl (Ikeda et al., 2008; Madrid et al.,
2016; Tatebe et al., 2010; Weisman and Choder, 2001). Por lo tanto, investigamos si la
activacion reducida de CIP dependia de TORC2 analizando la respuesta de CIP a KCl en
ausencia de la quinasa de TORC2, Torl. Observamos que la fosforilacion de Pmk1 era menos

eficiente en torl1A cfr1A que en torl1A (Figura 26D), un resultado que refutaba la hipdtesis.

Resumiendo, todos estos resultados demuestran que los mutantes del exémero son
defectivos en la respuesta CIP a estrés osmoético e indican que este defecto es especifico, y

no consecuencia de una desregulacién de las rutas de la calcineurina, SAPK o TORC2.
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Figura 26. Relacion entre la ruta de integridad celular (CIP) y otras rutas de sefializacion en mutantes
del exdmero. (A) Activacion de CIP en las cepas indicadas tratadas con KCI 0,6 M durante 15 minutos. (B)
Las cepas WT y cfr1A se incubaron con KCl 0,6 M durante los tiempos indicados. Se analizo la ruta de
respuesta a estrés por western blot en muestras con Styl-HA:6His purificada (Materiales y métodos),
utilizando anticuerpos anti-p38 (Sty1 fosforilada) y anti-HA (Sty1 total). (C) Cantidad de Pmp1-GFP en las
cepas indicadas en presencia de KCl 0,6 M durante los tiempos indicados. C-, cepa sin Pmp1-GFP utilizada
para detectar la banda inespecifica (asterisco). Tub (tubulina), control de carga. (D) La activacion de CIP se
determind como en (A) en células torlA y torlA cfrl1A tratadas con KCl 0,6 M durante los tiempos
indicados. En (A,B,D) los graficos de barras representan la proporcién entre la sefial de la MAPK fosforilada
(la banda de p42/44 en A,D y la banda de p38 en B) y la cantidad total de quinasa (banda de HA). u.a.,
unidades arbitrarias. En (A,B) se muestra la significancia estadistica de las diferencias, determinada
utilizando los tests de comparaciones mdiltiples de Tukey y Siddk respectivamente. ns, no significativo; *,
p < 0,05 **, p < 0,01; *** p < 0,001.

3.2. El exdmero no es un componente de la ruta CIP

El hecho de que el defecto en la activacidn de CIP en cfr1A y bch1A fuese parcial sugeria que
el exdmero no es un componente esencial de esta ruta. Aun asi, investigamos esta
posibilidad en mas detalle. Los mutantes de delecidn de los componentes esenciales de la

ruta (representados en la Figura 27A) manifiestan un fenotipo caracteristico denominado
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fenotipo VIC (viable en placas con inmunosupresor y cloruro; Cansado et al., 2022; Ma et
al., 2011; Sugiura et al., 1998). Por lo tanto, decidimos comparar el crecimiento de cfridy
bch1A en placas de YES suplementadas con cloruro de magnesio (MgCl;) y FK506, con el del
WT y mutantes de CIP. Como se muestra en la Figura 27B, el WT y los mutantes del exdmero
fueron sensibles a estas condiciones, mientras que el resto de mutantes crecieron

eficientemente.
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Figura 27. El exdmero no es un componente de la ruta de integridad celular (CIP). (A) Representacién
esquematica del orden de accién de los componentes de CIP analizados en esta tesis doctoral. (B) Analisis
del fenotipo Viable en Inmunosupresor y Cloruro (VIC) en las cepas indicadas. Se sembraron 3 x 10* células
y varias diluciones seriadas 1:4 en placas de YES y YES con FK506 1 pg/mly MgCl, 0,2 M Las placas se
incubaron a 32°C durante dos dias. (C) Actividad CIP en las cepas WT, pmp 14, cfr1A y pmplA cfr1A tratadas
con KCIl 0,6 M durante los tiempos indicados. (D) Lo mismo que en (C), pero utilizando las cepas WT, cfri4,
pek1-5234D,T238D (pek1DD) y cfrlA pek1DD. En (C,D) los graficos de barras representan la actividad CIP
calculada como la proporcién entre la sefial de p42/44 (Pmk1 fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). u.a.,
unidades arbitrarias. Muestran la media, desviacidn estandar y significancia estadistica de las diferencias
determinada mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. ns, no significativo; *, p < 0,05; ***,
p <0,001; **** p<0,0001.
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A continuacidn, nos preguntamos si el exdmero es esencial para que la activacion de CIP
alcance su mdaximo nivel. Para responder a esta pregunta, incrementamos dicha actividad
en el WT y el mutante del exdmero mediante la utilizacién de dos mutaciones. En primer
lugar, comparamos la actividad de CIP en cepas WT y cfr1A carentes de la fosfatasa Pmp1l
(Sugiura et al., 1998). Como esperdbamos, el grado de fosforilacion de Pmk1 después de 15
minutos en KCl 0,6 M fue significativamente mayor en pmp1A que en el WT (Figura 27C).
En estas condiciones, la fosforilacién de Pmk1 era similar en las cepas pmplA y pmplA
cfrlA, un resultado que muestra una supresién del fenotipo mutante del exdmero. Por otro
lado, utilizamos cepas con una versién mutante fosfomimética de Pek1, pek1-5234D,T238D
(Sugiura et al., 1999; pek1DD a partir de ahora), bajo el control del promotor fuerte actl+
integrado en su genoma (ver materiales y métodos). En este fondo genético los niveles de
fosforilacidon de Pmk1 estaban aumentados respecto a las células control pek1+ en ausencia
de estrés (Figura 27D). El tratamiento con KCI 0,6 M durante 15 minutos no aumentaba mas
los niveles de fosforilacion de Pmk1, lo cual estaba de acuerdo con una activacion
constitutiva. Finalmente, no habia diferencias en los niveles de activacion entre las cepas
pek1DD cfr1+ y pekl1DD cfr1A que habian crecido en YES o en YES con KCl, lo que
demostraba que la hiperactivacién de Pmk1 suprime el defecto en la activacion de CIP de

los mutantes del exdmero.

En conjunto, estos resultados confirman que el exdmero no es un componente esencial de
la ruta CIP y sugieren firmemente que el exdmero regula la ruta de sefializacién por encima

de Pmk1.

3.3. La distribucion de los reguladores de CIP esta alterada en los

mutantes del exdmero expuestos a KCl

Para obtener informacion sobre el papel del exdmero en la regulacion de CIP, analizamos la
localizacion de los principales reguladores y componentes de la ruta. Los mecanosensores
de la superficie celular Wscl y Mtl2 regulan a Rhol en respuesta a estrés, pero no actudan
en la sefializacién de la ruta (Cruz et al., 2013). Resultados iniciales de laboratorio sugerian

gue no habia defecto en la localizacién de estas proteinas en las cepas mutantes del
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exomero (Moro, 2018). Aun asi, analizamos su distribucion mds detalladamente vy
confirmamos que era similar en las cepas WT y cfr14, tanto en YES como en YES con KCI 0,6

M durante hasta 1 hora (Anexo I-2).

Rho2, la GTPasa que transmite la sefial del estrés producido por cambios osméticos a Pmk1
(Barba et al., 2008), esta distribuida uniformemente por la MP en condiciones basales. Tras
un choque osmotico se observa en una serie de cumulos que colocalizan con PI(4,5)P2, y
esta asociacion es importante para la activacion de CIP (Kabeche et al., 2015). Ya hemos
visto anteriormente que, en mutantes del exdmero, el porcentaje de células que presentan
una distribucién uniforme de PI(4,5)P2 en la superficie celular esta alterado. Esta diferencia
nos llevd a analizar la distribucidn de Rho2 en respuesta a KCI. No encontramos diferencias
entre las cepas WT y mutante en lo relativo a los tiempos de agrupacién de Rho2, el nUmero
de células con cumulos de Rho2, o la intensidad de fluorescencia de GFP-Rho2 en la
superficie celular (ni en cimulos ni con su distribucién uniforme; Figura 28A,B). Ademas, no
existian diferencias en la cantidad de proteina (Figura 28C) y mCherry-Rho2 colocalizaba en
ambas cepas con la sonda de unién a PI(4,5)P2, GFP-h\GAP1IP4BP(PH) (Figura 28D). Estos
resultados indican que el defecto en la ruta CIP de los mutantes del exdmero no es debido

a alteraciones en Rho2.

Rgfl es una GEF de Rho1 que activa CIP, y su presencia en la superficie celular de los polos
desaparece tras anadir KCl 1 M (Garcia et al., 2009; Kabeche et al., 2015). Cuantificamos el
porcentaje de células WT y bch1lA que mostraban Rgf1-GFP en la superficie celular a
diferentes tiempos de incubacién con KCl 0,6 M siguiendo los criterios experimentales
explicados en Materiales y métodos (Figura 42). En el WT este porcentaje se reducia tras 15
minutos y se incrementaba a los 60 y 90 minutos hasta llegar al mismo nivel que a tiempo
0 (Figura 29A). En el mutante, el porcentaje de células con Rgf1-GFP en la superficie era
similar en los primeros tiempos de induccién, pero continuaba disminuyendo durante el
experimento. Analisis por western blot demostraron que la cantidad de Rgf1-GFP no
disminuia a lo largo del experimento en ninguna de las cepas (Figura 29A, panel inferior
derecho), lo cual indicaba que la ausencia de Rgfl en la superficie celular no era

consecuencia de la degradacién de la proteina. Este resultado indica que la asociacién de
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Rgfl con la MP se reduce en respuesta a choque osmotico, y que esta reduccidén es mas

duradera en el tiempo en ausencia del exdmero.
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Figura 28. Anadlisis de la distribucion de Rho2 en ausencia del exémero. (A) Imagenes de células WT y
bchlA que expresaban GFP-Rho2 y que fueron incubadas en YES con KCI 0,6 M durante los tiempos
indicados (minutos). (B) Intensidad de fluorescencia de la sefial de GFP-Rho2 agrupada en cimulos (panel
izquierdo) o fuera de ellos (panel derecho). u.a., unidades arbitrarias. (C) Western blot de extractos
celulares de las cepas WT y bch1A expresando GFP-Rho2 e incubadas en YES con KCIl 0,6 M durante los
tiempos indicados (minutos). Las membranas se inmunodetectaron con anticuerpos anti-GFP y anti-
tubulina (Tub; control de carga). (D) Colocalizaciéon entre GFP-h\GAP1IP4BP(PH) y mCherry-Rho2 en
células bch1A expuestas a KCl 0,6 M durante 15 minutos. El color blanco en la superposicion (merge)
representa la coincidencia de las sefiales de ambas proteinas. En (A,D) las imagenes se capturaron con un
sistema Deltavision. En (B) los experimentos fueron realizados por triplicado. Se muestra la media,
desviacion estandar y significancia estadistica de la media entre los valores del WT y el mutante en los
mismos puntos temporales. Se utilizé la prueba t (C). ns, no significativo. Barra de escala, 10 um.
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Figura 29. La distribucion de los reguladores de la ruta de integridad celular (CIP) esta alterada en
mutantes del exomero expuestos a KCI. (A) Panel izquierdo, células WT y bch1A que expresan Rgf1-GFP
tratadas con KCl 0,6 M fueron fotografiadas después del tiempo indicado (minutos). Panel superior
derecho, porcentaje de células con Rgfl-GFP en la superficie en los puntos temporales indicados. Se
contabilizaron las células con sefial de fluorescencia en los polos y los laterales de la célula, pero no aquellas
con sefial en el ecuador y el septo (Materiales y métodos). Panel inferior derecho, extractos celulares de
las mismas cepas tratadas con KCI 0,6 M se analizaron por western blot utilizando anticuerpos anti-GFP y
anti-tubulina (Tub; control de carga). (B) Lo mismo que en (A), pero las células expresan Pck2-GFP. (C) Lo
mismo que en (A), pero las células expresan Mkh1-GFP. Las imagenes fueron capturadas en un sistema
DeltaVision. Las flechas indican ejemplos de células con Mkh1-GFP en los polos. Se utilizé el test de
comparaciones multiples de Sidak para determinar la significancia estadistica de las diferencias entre los
valores de las cepas WT y bch1A para un mismo punto temporal. ns, no significativo; ***, p < 0,001; ****,

p < 0,0001. Barra de escala, 10 pm.

El ortélogo de PKC Pck2 es un regulador de CIP cuya presencia en los polos celulares se
requiere para la activacion de la ruta, y se localiza en el citoplasma después del choque

osmotico (Arellano et al., 1999; Kanda et al., 2016). Cuando cuantificamos el porcentaje de
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células con Pck2 en la superficie, los resultados indicaban que el choque osmético tenia un
mayor efecto en la distribucidn de esta proteina que en la de Rgf1, aun siguiendo un patrén
similar de disminucion a los 15 minutos y aumento posterior (Figura 29B). El porcentaje de
células bch1A con Pck2 en la superficie disminuia a los 15 minutos y se mantenia bajo
durante el resto del experimento. Un andlisis por western blot mostré que la cantidad de
Pck2-GFP era similar en las dos cepas y no variaba después de afiadir KCI (Figura 29B, panel
inferior derecho).

Mkh1, la proteina quinasa quinasa quinasa activada por mitégeno (MAPKKK), se localiza en
los polos celulares de forma dependiente de Pck2, y esta localizacion es necesaria para la
adecuada sefalizacién de CIP (Kanda et al., 2016; Sengar et al., 1997). Por ello,
cuantificamos la presencia de esta quinasa en la superficie celular después de un choque
osmoético. Observamos que las células WT presentaban fluorescencia de Mkh1-GFP en los
polos. Su presencia en esa zona disminuia tras 15 minutos de tratamiento con KCl 0,6 M y
posteriormente aumentaba hasta los 90 minutos (Figura 29C). En el caso de bchlA, la
cantidad de Mkh1-GFP en los polos disminuia a lo largo del experimento, llegando a un
minimo después de 90 minutos de tratamiento con KCl 0,6 M. La cantidad de Mkh1-GFP era

similar en ambas cepas en todos los puntos temporales (Figura 29C, panel inferior derecho).

No analizamos la distribucién de Pek1-GFP en presencia de KCl porque la intensidad de su
fluorescencia era demasiado baja para realizar los experimentos. Respecto a Pmk1-GFP,
esta quinasa se localiza en el citoplasma, nucleo, septo y huso mitdtico tanto en condiciones
basales como en condiciones de estrés (Madrid et al., 2006; Sdnchez-Mir et al., 2012). En
general, la localizacién de Pmk1 en el WT y el mutante del exdmero era similar en YES y YES
con KCIl 0,6 M (Anexo I-3). SAlo encontramos una diferencia significativa en el porcentaje
de células que presentaban Pmk1-GFP en la zona del septo, que era mayor en el mutante
después de 60 minutos en KCI. Esta diferencia, que no detectamos a tiempos mas cortos o
mas largos, podria estar relacionada con el hecho de que Pmk1 participa en la vigilancia del
mecanismo de constriccion del anillo de acto-miosina bajo condiciones de estrés, y a que

los mutantes del exdmero producen septos anormales cuando crecen en presencia de KCl
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(Edreira et al., 2020; Hoya et al., 2017). La cantidad de Pmk1, analizada mediante western

blot, era similar en ambas cepas a lo largo del experimento (Anexo I-3).

En resumen, la localizacién de los reguladores de CIP Rgfl y Pck2, y de la MAPKKK Mkh1 en
la superficie celular es menor en mutantes del exdmero que en células WT en presencia de

KCl. Ademas, esta reduccidn no es debida a una cantidad reducida de proteina.

3.4. En mutantes del exomero el defecto en la activacion de CIP

correlaciona con defectos en la localizacion de Pck2

Resultaba especialmente interesante el hecho de que, aunque en ausencia del exdmero
habia un defecto en la activacion de CIP a los 15 minutos tras un choque osmético (Figuras
25, 26y 27), a este tiempo el porcentaje de células WT y mutantes con componentes de CIP
en su superficie era similar (Figura 29). Para obtener mds informacidn sobre la relacidon
entre ambos procesos, analizamos la activacion de CIP y la distribucidn de los activadores
de la ruta a intervalos cortos de tiempo. Encontramos que en el WT la activacion de CIP era
detectable a los 2,5 minutos tras afiadir KCl, y después continuaba con un patréon de
activacion bifésico, consistente de un pequefio pico de activacién de Pmk1 a los 5 minutos
y un pico mayor a los 12,5 minutos (Figura 30A). A partir de ese punto, el nivel de
fosforilaciéon de Pmk1 disminuia, alcanzando su valor minimo a los 30 minutos. En una cepa
cfr14, el nivel de fosforilacién de Pmkl no seguia ese patrén bifasico. En su lugar,
aumentaba lenta y progresivamente desde los 2,5 minutos, alcanzando un maximo a los 7,5
minutos, con un valor similar al del WT en este punto temporal. Después, el nivel de
fosforilacion de Pmk1 disminuia lentamente hasta su valor minimo a los 30 minutos. La

diferencia entre los valores para ambas cepas era significativa a los 12,5 y 15 minutos.

A continuacién, determinamos el porcentaje de células que presentaban un regulador de
CIP en la superficie celular en los mismos puntos temporales. Elegimos Pck2 porque la
fluorescencia de Pck2-GFP era mayor que la de Rgf1-GFP y Mkh1-GFP, lo cual hacia mas facil
identificar las células que presentaban proteina en su superficie (Figura 29). Ademas, Pck2-
GFP sufria los cambios mas evidentes en su distribucién en ambas cepas (Figura 29) y, por

tanto, nos permitia observar diferencias mas sutiles entre cepas.
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Figura 30. Una activacion ineficiente de la ruta de integridad celular (CIP) correlaciona con defectos en
la localizacion de Pck2. (A) Células WT y cfr1A se trataron con KCl 0,6 M durante los tiempos indicados
(minutos). Se analizé la activacion de CIP por western blot en muestras con Pmk1-HA:6His purificada,
utilizando anticuerpos anti-p42/44 (Pmk1 fosforilada) y anti-HA (Pmk1 total). Las graficas de barras
representan la actividad CIP calculada como la proporcion entre la sefial de p42/44 (Pmk1 fosforilada) y
la de HA (Pmk1 total). u.a., unidades arbitrarias. Se han dibujado graficos de lineas para los mismos valores
para facilitar la comparacién en la dinamica de activacién de CIP en ambas cepas. (B) Porcentaje de células
incubadas con KCI 0,6 M durante los tiempos indicados que mostraron Pck2-GFP en los polos y laterales
celulares, pero no en el ecuador y el septo (Materiales y métodos). En (A, B) se muestran la media y la
desviacion estandar. Se utilizé el test de comparaciones multiples de Sidék para determinar la significancia
estadistica de las diferencias entre los valores de las cepas WT y bch1A para un mismo punto temporal.
ns, no significativo; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; **** p < 0,0001.

Por otra parte, Pck2 canaliza la sefalizacién de Rgfl hacia Mkh1, y es necesaria para la
correcta localizacién y activacion de Mkh1 (Garcia et al., 2009; Kanda et al., 2016). Por todo
esto, razonamos que el andlisis del comportamiento de Pck2 nos aportaria informacion
sobre el comportamiento de los demas reguladores. Ademads, para el experimento
mostrado en la Figura 30B utilizamos un microscopio confocal Dragonfly, en vez de un
microscopio DeltaVision, debido a su mayor sensibilidad. En consecuencia, los valores de
las Figuras 29B y 30B no se pueden comparar directamente. En el WT, el porcentaje de
células con Pck2 en la superficie celular disminuia 5 minutos después de afiadir KCl al
cultivo, y se mantenia bajo hasta los 10 minutos. En ese punto, se incrementaba levemente
y descendia hasta alcanzar su valor minimo a los 20 minutos. A partir de los 25 minutos el
porcentaje seguia aumentando hasta los 30 minutos (Figura 30B). En el mutante bchl14, el
porcentaje de células con Pck2 en la superficie celular disminuia 15 minutos después del
choque osmético y permanecia bajo hasta el final del experimento. Por tanto, las cepas WT

y bch1A presentan dindmicas diferentes de asociacion de Pck2 con la superficie celular: en
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una cepa WT sigue un patrén bifasico que recuerda al patrén de activacion de CIP, mientras

que en el mutante no.

Los resultados demuestran que tanto la activacién de la ruta CIP como la localizacién de
Pck2 son defectuosas en la ausencia del exdmero desde momentos tempranos de
tratamiento con KCI. Finalmente, analizamos la presencia de Pck2 en la superficie de células
WT y mutantes tratadas con otras fuentes de estrés. Encontramos que, después de la
exposiciéon a KNO3 0,6 My sorbitol 1,2 M, habia menos células bch1A que tuvieran presencia
de Pck2 en la superficie comparado con las células WT (paneles izquierdo y central en la
Figura 31). Por el contrario, no encontramos una diferencia significativa entre ambas cepas
cuando afiadimos CH3CO2K 25 mM a los cultivos (panel derecho en Figura 31). En
conclusidn, estos resultados revelan una correlacion entre los defectos en la dindmica de la
asociaciéon de Pck2 con la superficie celular y los defectos en la activacién de CIP en los
mutantes del exdmero. Esto concuerda con el hecho de que Pck2 es la encargada de
transducir la respuesta a cambios en la osmolaridad (Barba et al., 2008; Cansado et al.,

2022).
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Figura 31. Localizacion de Pck2 en presencia de distintas fuentes de estrés. Porcentaje de células
incubadas con KNOz 0,6 M (panel izquierdo), sorbitol 1,2 M (panel central) o CH3sCO2K 25 mM (panel
derecho) durante los tiempos indicados que mostraron Pck2-GFP en los polos y laterales celulares, pero
no en el ecuador y el septo (Materiales y métodos). Se muestran la media y la desviacién estandar. Se
utilizé el test de comparaciones multiples de Siddk para determinar la significancia estadistica de las
diferencias entre los valores de las cepas WTy bch1A para un mismo punto temporal. *, p <0,05,**, p <
0,01; ***, p <0,001; **** p < 0,0001.
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3.5. Unaumento en la disponibilidad de PI4P y otros PLs en la MP suprime

el defecto en la distribucion de Pck2 en ausencia del exdmero

La regulacion de PKC y la activacion de CIP requieren PI(4,5)P2 (Kabeche et al., 2015;
Nelsestuen and Bazzi, 1991). Como hemos visto anteriormente, los mutantes del exdmero
presentan una alteracion en la distribucién de este lipido en respuesta a KCl (Figuras 24C-
E). Ademas, al analizar la intensidad de la fluorescencia de la sonda GFP-h\GAP1IP4BP(PH),
se vio que su cantidad estd reducida en estos mutantes (Figura 32A, panel izquierdo). Por
ello, investigamos si un incremento en la sintesis de PI(4,5)P2 suprimiria los defectos en la
distribucién de Pck2 y en la activaciéon de CIP de los mutantes. Para responder a esta
pregunta generamos una cepa que expresaba la 1-fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa its3+
bajo el control del promotor actl+, que nos permitiria una expresiéon constitutiva fuerte
(Pombase [https://www.pombase.org/]; (Wood et al., 2012). Esta construccién producia
todos los fenotipos esperados al aumentar la expresion de its3+ (Kabeche et al., 2015; Li et
al., 2014): aumentaba los niveles de fluorescencia de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) (Figura 32A),
ocasionaba la aparicidon de células hinchadas (Figura 32A, panel derecho, y Anexo I-4),
inducia la formacién de burbujas e invaginaciones en la MP (Figura 32B) y aumentaba la
activacion de CIP (Figura 32C). Ademads, esta construccién suprimia el defecto en la

distribucién de PI(4,5)P2 de cfriA (Figura 32D).

Todos estos resultados estaban de acuerdo con que its3+ se estaba sobreexpresando. Sin
embargo, esta sobreexpresidn no suprimia el defecto en la asociaciéon de Pck2 con la MP ni
la activacién de CIP (Figura 33A,B). Hipotetizamos que la supresién de estos defectos podria
requerir una cantidad de PI(4,5)P2 que podria no estar alcanzandose en estas cepas debido
a una escasez de PI4P, el sustrato de Its3. Por tanto, construimos cepas que expresaban
tanto its3+ como la 1-fosfatidilinositol 4-quinasa asociada a membrana stt4+ a partir del
promotor act1+. Como control, generamos cepas que sélo expresaran stt4+ a partir de este

promotor fuerte.
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Figura 32. Analisis de la sobreexpresion de its3+ a partir del promotor de actl+. (A) Panel izquierdo,
intensidad de fluorescencia de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) en la membrana, indicativo de la cantidad de
PI(4,5)P2, en las cepas WT y cfr1A que expresan Its3 a partir de su promotor nativo (its3+) o el promotor
de actl+ (P.actl-its3+) incubadas en medio YES. Panel derecho, imdgenes capturadas al microscopio de
los mismos cultivos. (B) Panel izquierdo, cuantificacién del porcentaje de células WT y bchl1A, que
expresan el alelo P.act1-its3+y la sonda GFP-h\GAP1IP4BP(PH), que presentan burbujas e invaginaciones
en la MP al ser tratadas con KCI durante el tiempo indicado (minutos). Panel derecho, ejemplos de
burbujas e invaginaciones en células bchlA. La flecha indica una invaginacion, y las puntas de flecha
indican burbujas. (C) Activacidn de CIP en células control (its3+) y células que sobreexpresan its3+ (P.act1-
its3+) incubadas en presencia de KCl 0,6 M durante 15 minutos. (D) Porcentaje de células WT y cfr1A4 con
fluorescencia de GFP-h\GAP1IP4BP(PH) distribuida en ciumulos cuando expresan Its3 a partir de su
promotor nativo o del promotor actl+. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las imagenes se
capturaron con un microscopio confocal Dragonfly. u.a., unidades arbitrarias. Los graficos representan la
media, desviacidon estandar y significancia estadistica de las diferencias, de acuerdo a los tests de
comparaciones multiples de Tukey (A) y Sidak (B,D), y a la prueba t (C). ns, no significativo; **, p < 0,01;
*** p<0,001; **** p<0,0001. Barra de escala, 10 um.

Analizamos el comportamiento de la relocalizacién de Pck2 en estas cepas cuantificando el
porcentaje de células con Pck2 en la superficie celular 40 minutos después de afiadir KCI 0,6
M (Figura 33C). A los 40 minutos, este porcentaje era mayor en la cepa bchlA que
sobreexpresaba its3+ y stt4+ que en la cepa que sélo sobreexpresaba its3+, resultado que
apoyaba la hipodtesis de la escasez de PI4P. Sorprendentemente, en la cepa que sdlo
sobreexpresaba stt4+, observamos una supresion total del defecto de bch1A (Figura 33C).

Este resultado sugiere con rotundidad que los mutantes del exdmero tienen un defecto en
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la cantidad de PI4P en la membrana. También sugiere que, aunque el PI(4,5)P2 parece

participar en la asociacidon de Pck2 a la membrana, el PI4P es fundamental para dicha

asociacion.
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Figura 33. Relacion entre los fosfoinositidos de membrana plasmatica, la localizacion de Pck2 y la
activacion de la ruta CIP. (A) Células WT y bch1A que expresan Pck2-GFP y sobreexpresan its3+ se trataron
con KCI 0,6 M durante los minutos indicados, y se fotografiaron. Se analizé el porcentaje de células con
fluorescencia en los polos y laterales celulares, pero no en el ecuador o el septo (materiales y métodos).
(B) Activacion de CIP en células WT y cfr1A que sobreexpresan its3+ tratadas con KCl 0,6 M durante los
minutos indicados. (C) Porcentaje de células WT y cfr1A que expresan Pck2-GFP con fluorescencia de la
GFP en la superficie de la célula, estimado como en (A), después de 40 minutos de tratamiento con KCI
0,6 M. Las células expresan los genes indicados bajo el promotor de actl+. (D) Ensayo de interaccion
lipido-proteina que evalta la unién de Pck2 a lipidos de membrana. TG, triglicéridos; DAG, diacilglicerol;
PA, acido fosfatidico; PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina; PC, fosfatidilcolina; PG,
fosfatidilglicerol; Pl, fosfatidilinositol; PI4P, fosfatidilinositol 4-fosfato; PI(4,5)P2, fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato; PI(3,4,5)P3, fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato; Sulfatido, 3-sulfogalactosilceramida. En (B) la
grafica de barras representa la actividad CIP calculada como la proporcidn entre la sefial de p42/44 (Pmk1
fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). Se muestra la media, la desviacién estdndar y la significancia
estadistica de las diferencias entre las cepas WT y mutante en los mismos puntos temporales de
tratamiento. Se utilizé el test de comparaciones multiples de Sidak (A,B,C,). ns, no significativo; **, p <
0,01; ***, p <0,001; **** p < 0,0001.

Cuando analizamos los niveles de PI4P y PI(4,5)P2 en células que expresaban stt4+ a partir
del promotor actl+, descubrimos que no habia un incremento en la fluorescencia de Ila

sonda de unién a PI4P GFP-2xPH(Osh2), que se une a este lipido en la MP (Stefan et al.,
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2011, Figura 34A), pero si existia un fuerte incremento en la fluorescencia de la sonda de
unién a PI(4,5)P2, GFP-h\GAP1IP4BP(PH) (Figura 34B). Razonamos que la construccion
P.act1-stt4+ podria estar produciendo un incremento limitado de la cantidad de PI4P en la
MP debido a su rapida conversion en PI(4,5)P2 (Dickson et al., 2014) y a que no se estan
sobreexpresando los adaptadores de Stt4, Efr3 e Yppl. Probablemente debido a esto, no
habia un incremento neto significativo de la fluorescencia de la sonda GFP-2xPH(Osh2). Aun
asi, esta construccion producia células hinchadas (Anexo I-4), lo que indicaba
sobreexpresion. Ademas, complementaba el defecto de los mutantes del exdmero (Figura
33C), probablemente porque hace que haya una sintesis continua de PI4P que estabiliza a
Pck2 en la MP a través de asociacidn directa y/o por abastecimiento de sustrato para Its3.
En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que la asociacién de Pck2 con la MP
requiere la presencia de PI4P y PI(4,5)P2, y que los mutantes de exdmero tienen un déficit

de PI4P en la MP.

Para investigar si Pck2 interacciona con PI4P, expresamos esta proteina en Eschericia coliy
realizamos un ensayo de interaccion utilizando tiras de lipidos de membrana (ver Materiales
y métodos). De acuerdo con los resultados (Figura 33D), Pck2 tiene una alta afinidad por
cardiolipina (CL) y por acido fosfatidico (PA), y una menor afinidad por fosfatidilserina (PS),
sulfatidos y PI4P. Dado que la CL y los sulfatidos estan presentes, respectivamente, en la
membrana interna mitocondrial y el sistema nervioso, su unién a Pck2 de S. pombe
probablemente carece de significado bioldgico. Para abordar la posibilidad de que una
deficiencia en PS pueda contribuir a defecto en la asociacién de Pck2 a la MP de los
mutantes del exdmero, analizamos su distribucién utilizando una sonda LactC2-GFP (Curto
et al., 2014). La intensidad de fluorescencia en células cfr1A a todos los tiempos de
tratamiento era mayor que en el silvestre (Figura 35A,B). Este resultado refuta la hipdtesis
de que un defecto en la PS en la cara interna de la membrana sea responsable de la

asociacion ineficiente de Pck2 con la MP.

Si la débil interaccion de Pck2 con el PI14P detectada en la tira de lipidos refleja una unioén in
vivo, el PI4P podria estar contribuyendo a la estabilizacién de Pck2 en la MP, lo cual

explicaria la supresidon del fenotipo de bch1A por la sobreexpresion de stt4+ (Figura 33C).
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Figura 34. Intensidad de fluorescencia de diferentes sondas de unién a lipidos. (A) Intensidad de
fluorescencia de la sonda de unién a PI4P en la MP, GFP-2xPH(Osh2), en células que expresan los genes
indicados bajo el control de su promotor nativo (stt4+, pik1+) y el promotor de act1+ (P.actl-stt4+, P.act-
pik1+). Las células se incubaron en YES y se fotografiaron. (B) Lo mismo que en (A), pero las células
expresaban la sonda de unidn a PI(4,5)P2, GFP-h\GAP1IP4BP(PH). (C) Células que expresan pik1+ a partir
de su promotor nativo (pik1+) y a partir del promotor de act1+ (P.act1-pik1+)y que expresan la sonda de
union a PI4P en el Golgi, GFP-h\FAPP1(PH), se incubaron en YES y se fotografiaron. Los paneles superiores
muestran las imagenes capturadas en un microscopio confocal Dragonfly (A), confocal spinning disk (B) y
un sistema Deltavision (C). Barra de escala, 10 um. Los paneles inferiores muestran graficos de violin que
representan la distribucidon de los datos obtenidos para la intensidad de fluorescencia. u.a., unidades
arbitrarias. Se muestra la media, desviacién estandar y significancia estadistica de las diferencias,
determinada mediante los tests de comparaciones multiples de Dunnett (A,B) y Tukey (C). ns, no
significativo; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001.

Como ya habiamos observado que el defecto en la asociacidon de Pck2 con la membrana
correlacionaba con un defecto en la activacién de CIP (Figuras 30 y 31), investigamos si
P.actl-stt4+ suprimia el defecto en la activacion de CIP en cfrlA. Los resultados
demostraron que este no era el caso (Figura 36A). Nos preguntamos si esto se debia a que
otros componentes de CIP no se estaban localizando correctamente al sobreexpresar stt4+.
El analisis de la localizacion de Rgfl y de Mkh1l en estas condiciones demostrd que, en
efecto, estos componentes de CIP no se relocalizaban a la MP en el mutante después del

choque osmético (Figura 36B). Estos resultados demuestran que la presencia de Pck2 en la
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MP es necesaria pero no suficiente para la activacion eficiente de CIP, y que el PI4P estabiliza

a Pck2 en la membrana, pero no a Rgfl ni a Mkh1.
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Figura 35. Intensidad de fluorescencia de la sonda de unidn a fosfatidilserina GFP-LactC2. (A) Imagenes
de células de las cepas WT y cfr1A que expresan la sonda de union a fosfatidilserina GFP-LactC2 incubadas
en KCl 0,6 M durante los minutos indicados. Las imagenes se capturaron utilizando un sistema DeltaVision.
(B) El grafico de violin representa la distribucién de los datos obtenidos para la intensidad de
fluorescencia. u.a., unidades arbitrarias. Se muestra la media, desviacion estandar y significancia
estadistica de las diferencias, determinada mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. *, p <
0,05; ***, p <0,001; ****, p < 0,0001.

El PA es una molécula con carga negativa fuerte que presenta mucha afinidad por residuos
cargados positivamente. Segun el ensayo de la tira de lipidos, Pck2 tiene una gran afinidad
por este lipido. El PA esta presente en la MP, es el PL mas simple, y sirve como precursor
para la sintesis de PLs mas complejos como los PI, PS, fosfatidiletanolamina (PE) vy
fosfatidilcolina (PC) (Carman and Han, 2011; Ganesan et al., 2015). El PA es convertido a
diacilglicerol por la accion de la fosfatasa lipina; por tanto, seria esperable que eliminar esta
fosfatasa aumentase la disponibilidad de PA y PLs. Para complementar los resultados
obtenidos al sobreexpresar stt4+, analizamos el efecto que tendria la delecién del regulador
de lipina nem1+ (Makarova et al., 2016) en la asociacién de Pck2 con la MP y en la activacion
de CIP en el WT y un mutante del exdmero. Los resultados demostraron que nemlA
suprimia los defectos en la reasociacién de Pck2 y Rgfl con la MP, pero no los defectos en
la reasociacion de Mkh1 o en la activacién de CIP (Figura 36C-E). Por tanto, aumentar la

expresion de stt4+ y delecionar nem1+ corrigen el defecto en la dindmica de asociacién de
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Pck2 de los mutantes del exdmero, pero no su defecto en la activacion de CIP debido, al

menos en parte, a que otros reguladores de CIP (al menos Rgfl) no se reasocian con la MP.
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Figura 36. Relacion entre lipidos de membrana plasmatica, la activacion de la ruta CIP y otros activadores
de la ruta. (A) Activacidn de CIP en células WT y cfr1A que expresan stt4+ bajo su promotor nativo (stt4+)
o el promotor de actl+ (P.actl-stt4+), tratadas con KCl durante 15 minutos. (B) Porcentaje de células P.act-
stt4+ y P.act-stt4+ cfr1A (representado en gris y morado, respectivamente) que expresan Mkh1-GFP o
Rgf1-GFP (representado en linea sélida y linea punteada, respectivamente), tratadas con KCl 0,6 M durante
los minutos indicados, que presentan fluorescencia en los polos y laterales celulares, pero no en el ecuador
o el septo (materiales y métodos). (C) Células WT y cfr1A que expresan Pck2-GFP y tienen la delecién
nemlA se trataron y analizaron como en (B). (D) Lo mismo que en (A), pero las células fueron nemi+y
nemlA, con y sin exémero. (E) Lo mismo que en (B), pero las células fueron neml1A y nemlA cfr1A
(representado en gris y morado, respectivamente). En (A,D) las graficas de barras representan la actividad
CIP calculada como la proporcion entre la sefial de p42/44 (Pmk1 fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). Se
muestra la significancia estadistica de las diferencias entre las cepas WT y mutante en los mismos puntos
temporales de tratamiento. Se utilizaron los tests de comparaciones muiltiples de Sidak (C,D) y de Tukey
(B,E). ns, no significativo,**, p < 0,01; **** p < 0,0001.

En conclusidn, estos resultados demuestran que Pck2, Rgfl y Mkh1 tienen requerimientos
diferentes para su asociacién con la MP, y que la asociacion de Pck2 es necesaria, pero no
suficiente, para la activaciéon eficiente de la ruta CIP. Ademas, apoyan la idea de que los

mutantes del exdmero tienen defectos en la homeostasis de los lipidos de membrana, lo
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cual contribuye al defecto en la asociacién de Pck2 con la superficie celular y, por tanto, al

defecto en la activacion de CIP en respuesta a estrés osmotico.

3.6. Los mutantes del exdomero acumulan PI4P en el Golgi

El exdmero actua en el TGN, y existe un reservorio de PI4P en el Golgi (Behnia and Munro,
2005). En consecuencia, investigamos cémo afectaba la eliminacién del exdmero a este
reservorio. Para ello, utilizamos la sonda GFP-h\FAPP1(PH), que se une especificamente al
PI4P del Golgi (Hoya et al., 2017; Levine and Munro, 2002; Yanguas et al., 2019). Como se
muestra en la Figura 37A, las células cfr1A tratadas con KCl 0,6 M durante 15 minutos
presentan una fluorescencia de la sonda mayor que las células WT. Una cuantificaciéon en
varios puntos temporales demostré que en las células del WT habia un incremento en la
intensidad de la fluorescencia pequeiio pero reproducible, con un pico a los 30 minutos. En
el mutante, la fluorescencia aumentaba significativamente a los 15 minutos, y permanecia
mas alta que en las células WT, y mas alta que en las células mutantes sin tratar durante
todo el experimento (hasta 90 minutos; Figura 37B). La observacion de la 1-fosfatidilinositol
4-quinasa del Golgi, Pik1 (Park et al., 2009), marcada con GFP mostré que esta enzima no

se acumulaba en el Golgi en estas mismas condiciones (Figura 37C,D).

Una explicacion que reconcilia el hecho de que el mutante tenga un defecto en el reservorio
de PI4P de la membrana y un exceso en el reservorio del Golgi, es que el exdmero tenga
una funcion en el transporte de este lipido desde el Golgi hasta la superficie celular. Para
explorar esta posibilidad, investigamos si un aumento en la sintesis de PI4P en el Golgi haria
gue el exdmero no fuera necesario para dicho transporte, sino que éste ocurriera por
difusién (bulk flow), y mitigaria el defecto en la asociacidon de Pck2 con la membrana, como
lo hace la sobreexpresion de stt4+. Para abordar esta cuestion expresamos pik1+ bajo el
control del promotor actl+. Confirmamos la expresion incrementada de pikl+ por la
presencia de células hinchadas (Sammons et al., 2011; Figura 34A,B, Anexo I-4) y por una
mayor fluorescencia de la sonda GFP-h\FAPP1(PH) (Figura 34C). Como se muestra en la
Figura 37E, bajo estas condiciones Pck2 es capaz de reasociarse con la MP de forma

eficiente 40 minutos después de afiadir KCl. Este resultado, unido al hecho de que la
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construccion P.actl-pikl+ produce células con una fluorescencia de la sonda GFP-
2xPH(Osh2) significativamente mayor que la del control (Figura 34A), confirma que la
sobreproduccién de PI4P en el Golgi reabastece el reservorio de PI4P en la membrana, lo
que facilita la reasociacion de Pck2 en la superficie celular. Ademas, estos resultados apoyan

la hipdtesis de que el exdmero facilita el transporte de PI4P desde el Golgi hasta la PM.
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Figura 37. La homeostasis del PI4P en el Golgi esta alterada en mutantes del exdmero sometidos a estrés
osmoético. (A) Imagenes de células de las cepas WT y cfr1A expresando la sonda GFP-h\FAPP1(PH), que se
une al PI4P del Golgi. Las células se trataron con KCl 0,6 M durante 15 minutos. Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio confocal Dragonfly. (B) Se cuantificé la fluorescencia de la GFP en las cepas
utilizadas en (A), tratadas con KCl 0,6 M durante los minutos indicados. (C) Imagenes de células WTy cfr14
que expresan Pik1-GFP, capturadas con un sistema Deltavision. (D) Se cuantificé la fluorescencia de la GFP
en las cepas utilizadas en (C), tratadas con KCl 0,6 M durante los minutos indicados. (E) Células WTy cfr1A
con Pck2-GFP, y que expresan pik1+ bajo el promotor de actl+ se trataron con KCl 0,6 M durante los
minutos indicados, y se fotografiaron. Se estima el porcentaje de células con fluorescencia en los polos y
laterales celulares, pero no en el ecuador o el septo (materiales y métodos). En (A,C), barra de escala, 10
um. En (B,D), u.a., unidades arbitrarias. En (B,D,E) se representan la media, la desviacidn estandar y la
significancia estadistica de las diferencias determinada mediante el test de comparaciones miultiples de
Sidak. ns, no significativo; *, p < 0,05 **, p < 0,01; **** p < 0,0001.
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3.7. Papel de los adaptadores de clatrina del TGN en la respuesta CIP

El exdmero colabora con los adaptadores de clatrina para mantener la integridad del TGN y
los endosomas, y para promover el trafico vesicular desde estos organulos hacia la
superficie celular y las vacuolas (Anton-Plagaro et al., 2021; Hoya et al.,, 2017). Nos
preguntamos si los defectos en la activacion de CIP son especificos de los mutantes del
exdmero 0 son una caracteristica comun de todos los mutantes defectivos en el trafico
vesicular desde el TGN. Como se muestra en la Figura 38A, la activacion de CIP por KCl era
poco eficiente tanto en apm1A (mutante defectivo en el trafico vesicular hacia la MP porque
carece de la subunidad p de AP-1; Kita et al., 2004) como en gga21A gga22A (defectivo en
el trafico hacia las vacuolas porque carece de los dos adaptadores GGA; (Hoya et al., 2017,
Yanguas et al., 2019). Estos resultados muestran que el trafico vesicular desde el TGN es

esencial para la activacion efectiva de CIP en respuesta a estrés osmético.

A continuacién, analizamos la distribuciéon de Pck2 en los mutantes apmlA y gga21A
gga22A y la comparamos con la que tenia en las cepas WT y cfr1A. Observamos que esta
distribucién era diferente incluso en ausencia de KCl. Para documentar esta observacion,
dibujamos una linea de 10 um a lo largo de los polos celulares como se indica en el panel
derecho de la Figura 38B (andlisis line-scan), y representamos graficamente la intensidad
relativa de fluorescencia en cada punto a lo largo de la linea. La distribucion de Pck2 era
similar en células WT y bch1A (Figura 38B, panel izquierdo). En células apm1A en interfase,
la distribucién de Pck2 a lo largo de los polos celulares era similar a su distribucidn en células
WT vy cfr1A (Figura 38C, panel izquierdo). Sin embargo, en un 33,8% de las células que
estaban en proceso de citocinesis existia fluorescencia de Pck2-GFP en la zona del septo y
los laterales de la célula (Figura 38C, panel derecho). Esta distribucidon nunca se observd en
células WT, c¢fr14 o gga21A gga22A, que sélo presentan fluorescencia de Pck2-GFP en la
zona del septo y los polos. En el caso de gga21A gga22A, |a distribucién de Pck2 a lo largo
de los polos era anormal: se localizaba de forma descentrada (distribuida asimétricamente
a uno de los lados del polo; células | y Il en la Figura 38D) o subapical (ausente del centro
del polo; célula Ill en la Figura 38D). En conclusién, ambos mutantes tienen algun defecto

en la distribucion de Pck?2.
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Con respecto a la asociaciéon de Pck2 con la MP, mas del 90% de las células de cada cepa

presentaban fluorescencia de Pck2-GFP en los polos celulares cuando crecian en ausencia

de KCI (Figura 39A). Todas las cepas presentaban una marcada reduccién en este porcentaje

15 minutos después de anadir KCl 0,6 M. Tras 40 minutos de choque osmdtico, Pck2 se

relocalizaba a los polos celulares en aproximadamente un 70% de las células WT, apm1Ay

gga21A gga22A, pero este fendmeno no ocurria en células cfr1A (Figura 39A).
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Figura 38. Papel de los adaptadores de clatrina del Golgi en la activacion de la ruta CIP y la
localizacién de Pck2 (A) Se analizé la activacion de CIP en respuesta a KCl en la cepa WT y en mutantes
del exémero (cfr14), AP-1 (apm1A) y los GGAs (gga21A gga224). (B) Anélisis de tipo line-scan de la
intensidad de fluorescencia de Pck2-GFP a lo largo de |la MP de polos celulares en las cepas WTy bch1A
creciendo en YES. El gréfico en el panel izquierdo representa la media y la desviacidn estandar de los
perfiles de las intensidades relativas de todos los valores obtenidos en diferentes puntos de la célula,
desde la punta hasta el lateral, como se representa en la imagen (panel derecho). (C) Panel izquierdo,
igual que en (B), pero las cepas analizadas fueron la WT y apm1A. Panel derecho, imagenes de células
WT (i) y apm1A (ii, iii) en proceso de septacidn. Los nimeros indican el porcentaje de células que
presentan fluorescencia de Pck2-GFP sélo en la zona del septo (i y ii) o en la zona del septo y los
laterales celulares (indicados con flechas en iii). (D) Panel izquierdo, igual que en (B), pero las cepas
analizadas fueron la WT y gga21A gga22A. Los tres paneles de la derecha son perfiles individuales de
células con diferentes distribuciones de Pck2-GFP, como se muestra en las correspondientes imagenes
(i-iii). Las imagenes fueron capturadas con un microscopio confocal Dragonfly. En (A) las graficas de
barras representan la actividad CIP calculada como la proporcion entre la sefial de p42/44 (Pmk1
fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). Se muestra la media, la desviacion estandar y la significancia
estadistica de las diferencias determinada mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. ns,

no significativo; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; **** p < 0,0001. u.a., unidades arbitrarias. En (B-D),
barra de escala, 5 um.
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Estos resultados demuestran que diferentes defectos en la distribucion de Pck2
correlacionan con una activacion ineficiente de CIP, y que el defecto en la reasociacion de
Pck2 con la superficie celular después de estrés osmaético no es comun a todos los mutantes
deficientes en el tréfico vesicular desde el TGN, sino que es un fenotipo exclusivo de los

mutantes del exdmero.
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Figura 39. Papel de los adaptadores de clatrina del Golgi en la regulacion de Pck2, la activacion de la ruta
CIP, y la homeostasis del PI4P en respuesta a choque osmético. (A) Porcentaje de células de las cepas
indicadas que muestran fluorescencia de Pck2-GFP en los polos y laterales celulares, pero no en el ecuador
celular o el septo (Materiales y métodos). Las células se incubaron en KCl 0,6 M durante los minutos
indicados. El experimento se realizé dos veces con resultados similares. (B) Se analizé la activacion de CIP
en respuesta a KCl en la cepa WT y en mutantes de Cfrl, Ent3, o ambas. (C) Intensidad de fluorescencia de
GFP en las cepas indicadas que expresaban la sonda GFP-h\FAPP1(PH) como un indicador del nivel de PI4P
en el Golgi. Las células se incubaron en KCl 0,6 M durante los minutos indicados. El experimento se realiz
tres veces, y se indica la significancia estadistica de la diferencia entre los valores de cada cepa a0y 15
minutos de tratamiento. En (B) las graficas de barras representan la actividad CIP calculada como la
proporcién entre la sefial de p42/44 (Pmk1 fosforilada) y la de HA (Pmk1 total). Muestran la media y la
desviacion estandar. Para determinar la significancia estadistica de las diferencias se utilizo el test de
comparaciones multiples de Tukey en (A,B) y el test de comparaciones multiples de Sidak en (C). ns, no
significativo; *, p < 0,05,**, p < 0,01; **** p <0,0001. u.a., unidades arbitrarias

A continuacidn, investigamos si eliminar el exdmero y un adaptador de clatrina tendria un
efecto aditivo en la activacidon de CIP. Debido a que las cepas cfr14 apm1A vy cfr1A gga21A
gga22A acumulan muchos defectos, y crecen muy despacio (Hoya et al., 2017), abordamos
esta cuestién analizando la activacion de CIP en las cepas ent3A y ent3A cfr1A. Ent3 es una
epsina que actua en la misma ruta funcional que los GGAs porque interacciona fisicamente
con ellos, depende de ellos para su localizaciéon en el Golgi y colabora con ellos en el trafico
vesicular entre el TGN y el PVE (Costaguta et al., 2006; Yanguas et al., 2019). Observamos
gue la activacién de CIP en ent3A era ineficiente, y que este defecto se veia incrementado

en el mutante ent3A cfr1A (Figura 39B), un resultado que indica interaccién genética entre
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cfrl+y los adaptadores de clatrina para la activacién de CIP, y que sugiere que el exdmero

y Ent3 regulan CIP por mecanismos diferentes.

Finalmente, analizamos si las células apm1A y/o gga21A gga22A acumulaban la sonda GFP-
h\FAPP1(PH) en el TGN. Como se muestra en la Figura 39C, estos mutantes no mostraban

este fenotipo, que si estd presente en cfriA.

En resumen, estos resultados demuestran que todos los mutantes defectivos en el trafico
vesicular desde el Golgi tienen un defecto en la activacién de CIP, pero sélo los mutantes
del exdmero son defectuosos en la reasociacién de Pck2 con la MP y en la acumulacién de

PIP4 en el TGN
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1. Sensibilidad a K* en los mutantes del exédmero

El potasio es el ion mas abundante en el interior celular, y varios mutantes de levadura son
incapaces de crecer cuando este ion es escaso (Arifio et al., 2014, 2019; Calero et al., 2000;
Calero and Ramos, 2003). La mayoria de mutantes descritos como sensibles a altos niveles
de K* también son sensibles a sorbitol, lo que demuestra que no son capaces de hacer frente
al estrés osmotico, en vez de al idnico. Los mutantes del exdmero de S. pombe son sensibles
a varias concentraciones de diferentes sales de K* pero no a sorbitol, lo cual indica que el
exdmero es necesario para mantener el crecimiento celular en presencia de sales de

potasio.

El exdmero es un complejo de proteinas del aparato de Golgi relacionado con el trafico de
determinados cargos desde el TGN hacia la MP. Estos cargos se quedan retenidos en el TGN
en mutantes del exdmero (Huranova et al., 2016; Paczkowski et al., 2012, 2015; Paczkowski
and Fromme, 2014; Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al.,
2006). Si algun transportador de entrada de K* fuese un cargo del exdmero, el fenotipo
esperado para los mutantes del exdmero seria una reduccion en la toma de K* debido a la
ausencia de este transportador en la MP. Los siguientes resultados refutan la hipdtesis de
gue la sensibilidad a K* de los mutantes del exdmero sea consecuencia de un defecto en la
distribuciéon de un transportador/canal concreto en la MP: (1) ¢fr1A acumula mas K*
intracelular que el WT, (2) ninguno de los mutantes carentes de transportadores/canales
mostraron el mismo fenotipo que cfriA, y (3) en general, los mutantes dobles carentes del
exdmero y de estos transportadores/canales fueron mdas sensibles a K* que los
correspondientes mutantes simples. Por lo tanto, aunque no podemos ignorar la hipdtesis
de que un transportador desconocido sea un cargo del exémero cuya delecion promueva
la toma de K* por transportadores de baja afinidad (Bihler et al., 2002), es posible que el
fenotipo de los mutantes del exdmero sea producido por razones diferentes y/o

adicionales.

Debido a que una hiperpolarizacidn de la membrana conlleva una captacién inespecifica de

iones (Calero et al., 2000; Madrid et al., 1998), la sensibilidad a K* de los mutantes del
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exémero podria tener su origen (al menos en parte) en una hiperpolarizacién de la
membrana. De hecho, hemos demostrado que existe esta hiperpolarizacién de membrana
en ausencia del exdmero, puesto que los mutantes presentan dos fenotipos intimamente
relacionados con ella: una alta actividad ATPasa y una sensibilidad a higromicina B rescatada

por una fuente externa de K*.

La acumulacion de potasio podria ser un efecto aditivo de un incremento en la captacién
inespecifica de potasio (debido a la hiperpolarizaciéon de la membrana) y un exporte de
potasio reducido. Los mutantes del exdmero de S. pombe acumulan mds K* y mas Cta3 (la
bomba de extrusion especifica de K*) que el WT y, curiosamente, los mutantes del exémero
de la levadura de gemacién acumulan menos K* y menos Enal (una de las bombas de
extrusion homologa de Cta3) que el WT (Anton et al., 2017; Benito et al., 2002). De esta
forma, en ambos organismos la variacién del nivel total de K* intracelular es opuesta a la
esperada de acuerdo con la cantidad de bomba de extrusidn disponible. Por lo tanto, si un
defecto en estas bombas fuera el responsable de los niveles alterados de K* intracelular,
este defecto no seria un cambio en el nivel de esa proteina. Nuestros resultados
demostraron que Cta3 alcanzaba la MP eficientemente, pero que mostraba una distribucion
anomala en las regiones de la membrana de crecimiento polarizado. Cabe destacar que los
mutantes del exdmero de S. cerevisiae también son defectuosos en la polarizaciéon de Enal
(Anton et al., 2017). Asi, aunque el resultado final en términos de sensibilidad a iones
especificos pueda ser diferente debido a la adaptaciéon de cada levadura a un ambiente
diferente (Benito et al.,, 2002), en ambos organismos los mutantes del exdmero son
defectuosos en la polarizacidon de una bomba de extrusién, lo cual podria contribuir a sus

niveles andmalos de K* y a su sensibilidad a cationes metalicos alcalinos.

En diferentes organismos, el Ca?* es importante para la homeostasis de otros iones,
incluyendo el K* (Flatman, 1987; Sarkadi et al., 1985; Seifikalhor et al., 2019). La leve
sensibilidad a Ca?* y la interaccién genética entre mutantes defectuosos en
transportadores/bombas/canales de Ca?* y mutantes del exdmero demostrd una relacion
entre el exdmero y el calcio. El hecho de que la interaccion genética sea positiva o negativa

dependiendo del transportador sugiere que esta relacidon es compleja. Nuestros resultados
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sugieren que el nivel de Ca%* intracelular es mayor en mutantes del exdmero que en el WT,
y demostraron que elevar el nivel de K* extracelular produce un pico de Ca?*, cuya
intensidad es mayor en un mutante cfr1A que en un WT. Estos resultados demuestran una
homeostasis del calcio alterada en condiciones basales y en respuesta a K*. De hecho, ya
que el calcio es importante para la regulacion de los transportadores de K* (Capera et al.,
2019; Casado et al., 2010), estas alteraciones probablemente contribuyan, a su vez, a la
homeostasis del K* alterada en los mutantes del exdmero. Adema3s, la distribucién del canal
de calcio Pkd2 es anémala en la MP, donde se observa de forma asimétrica en los sitios de
crecimiento polarizado durante un tiempo corto después de la induccién. Debido a que
Pkd2 probablemente influye en los niveles de calcio durante la citocinesis (Morris et al.,
2019), su distribucion anémala en la zona media de la célula podria contribuir a la
generacion de los septos aberrantes observados en los mutantes incubados en KCI (Hoya et

al., 2017).

La presencia de transportadores idnicos, canales y bombas en la MP depende del transporte
vesicular (Capera et al., 2019; Mulet et al., 2013). Ademas, estas proteinas se distribuyen
en microdominios de la membrana que les proporcionan un ambiente adecuado para su
funcionalidad (Capera et al., 2019; Dart, 2010; Martens et al., 2004). Debido a que la
presencia de lipidos especificos define estos microdominios, la composicién lipidica de las
membranas determina la distribucion y la actividad de los transportadores idnicos. Se ha
sugerido que la composicion lipidica de la MP podria ser importante para el trafico
intracelular adecuado de Pkd2, probablemente debido a la unién de esta proteina a los
esteroles de los eisosomas (Malla et al., 2023). Nuestros resultados demuestran que la
distribucién de los esteroles y el PI(4,5)P2 en la MP esta alterada en mutantes del exdmero
expuestos a KCl. En consecuencia, en estas condiciones, Cta3, Pkd2, y probablemente otros
transportadores idnicos, asi como la ATPasa de membrana Pmal, se localizan en regiones
de la membrana con una composicion y/o distribucién lipidica alterada, lo cual
probablemente afecte a su actividad. La distribucién y actividad andmalas de bombas y
transportadores podrian producir desequilibrios idnicos locales. De hecho, se ha sugerido

una funcién de Pkd2 en la regulacién de la sefializacién por calcio y su homeostasis en el RE
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(Koyano et al., 2023). Estos desequilibrios iénicos locales podrian alterar la generacién de
vesiculas y/o su fusidn con la MP, lo cual afectaria a la distribucidn lipidica resultando en un
tréfico vesicular defectuoso (Dong et al., 2010; Martin, 2015; Scott and Gruenberg, 2011).
De hecho, la delecion de Pkd2 altera el trafico de proteinas (Aydar and Palmer, 2009). Los
desequilibrios locales de K*y Ca?* y los defectos en el tréfico contribuirian a la sensibilidad

a K* de los mutantes del exdmero de S. pombe.

Aparte de su relevancia en la MP, la presencia de transportadores idnicos en la membrana
de los organulos intracelulares es importante para establecer y mantener gradientes idnicos
a lo largo del sistema endosomal (Dong et al., 2010; Scott and Gruenberg, 2011). El trafico
vesicular garantiza la localizacién de los transportadores idnicos en el orgdnulo apropiado
(Capera et al., 2019; Zimmermannova et al., 2019) y, como se ha mencionado, la accién de
los transportadores influye en el trafico vesicular. Por lo tanto, es posible que pequefos
defectos en el sistema endosomal de los mutantes del exdmero (Hoya et al., 2017; Moro et
al., 2021) contribuyan a una homeostasis idnica intracelular alterada que, a su vez, alteraria
la integridad de los endosomas, el trafico vesicular y la distribucion de los lipidos en la MP.
La presencia de concentraciones altas de K* externo podria amplificar estos defectos (Figura

40), lo cual contribuiria a la sensibilidad a este ion.

En resumen, los mutantes del exdmero de S. pombe muestran una gran cantidad de
defectos leves en varios procesos relacionados con el transporte vesicular y la homeostasis
idbnica, como se resume en la Figura 40A, y estos defectos estdn potenciados
probablemente por la presencia de sales de K*. El hecho de que estos defectos sean leves y
probablemente locales explica por qué la mayoria de las células cfr1A se recuperan del
estrés cuando son transferidas de un medio con KCl a un medio con niveles normales de K*
(Moro et al., 2021). El hecho de que muchos de estos procesos estan interrelacionados
(Figura 40B), sugiere la posibilidad de que todos los defectos puedan ser una consecuencia
indirecta de la alteracién de un Unico proceso que, a su vez, sea importante para multiples
procesos bioldgicos. Este proceso Unico podria ser la homeostasis de los lipidos en las

membranas (ver mas adelante).
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Figura 40. Resumen esquematico de los fenotipos observados en los mutantes del exomero. (A) El
dibujo del panel superior (WT) representa una célula silvestre, y el dibujo del panel inferior (cfr14, bch1A)
representa una célula mutante del exdmero. En el mutante, hay alteraciones en la morfologia del Golgi,
el TGN y el PVE, asi como en la secrecidn polarizada, la distribucion de Cta3 y Pkd2 y la localizaciéon de
algunos lipidos de membrana. La ATPasa Pmal esta hiperactiva, resultando en una hiperpolarizacion de
membrana. Esta hiperpolarizacion, junto con la actividad anémala de Cta3, resultaria en un influjo de K*
incrementado (probablemente a través de transportadores inespecificos) y un eflujo reducido, lo cual
conllevaria una mayor acumulacion de K*. Las anomalias en la distribucion y/o actividad de Pkd2 (y quiza
otros canales de Ca?*) resultarian en un influjo incrementado de calcio y, en su acumulacién. Las flechas
gruesas indican flujos idnicos que estarian incrementados en el mutante respecto al WT, y las flechas
delgadas indican flujos que estarian reducidos. Algunos fenotipos se vieron realzados en presencia de KCl,
mientras que otros sélo se observaron bajo estas condiciones. (B) Interaccion entre los procesos
relacionados con el mantenimiento de la homeostasis i6nica en células WT. El exdmero participa en el
trafico vesicular y facilita la secrecion polarizada, que resulta en la distribucidon polarizada de los
transportadores i6nicos y una adecuada organizacion lipidica en la MP. La distribucién polarizada de los
transportados idnicos y la organizacion correcta de los lipidos se modulan entre si, garantizando un trafico
vesicular adecuado, y resultando en una actividad correcta de los transportadores. Ademas, el exémero
es fundamental para la integridad y/o la morfologia de los endosomas, ya sea por su regulacion del trafico
vesicular o por alguna funcion desconocida (flechas negras discontinuas). La integridad de los endosomas
es necesaria para el trafico vesicular; por lo tanto, influye en la secrecion polarizada. Finalmente, los
endosomas participan en el mantenimiento de los gradientes idnicos intracelulares y, por lo tanto, su
integridad es necesaria para la homeostasis correcta idnica. En los mutantes del exémero (4), la
coordinacidon entre estos procesos esta alterada (flecha roja discontinua), lo que conduce a una
homeostasis idnica alterada ().
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La interaccidon genética entre los mutantes del exdmero y los mutantes que hemos
analizado indica que la ausencia del exdmero afecta a varios procesos. Ademas, nuestros
resultados con mutantes dobles y triples indican que, en varios casos, los efectos son
aditivos. cfr1+ fue el Unico supresor encontrado en un cribado de supresores multicopia
disefiado para identificar genes que rescatasen la sensibilidad de cfr1A a KCl (resultados sin
publicar). Este hecho apoya la idea de que el exémero pueda alterar un Unico proceso que,
a su vez, altere varios aspectos importantes para mantener el crecimiento en presencia de
concentraciones altas de K*. De este modo, varios aspectos del trafico vesicular y la
homeostasis idnica convergerian en el exdmero, y este complejo proteico actuaria como un
nodo donde conectan y se coordinan la homeostasis idénica y los mecanismos de regulacién
del tréfico vesicular. En cualquier caso, tampoco se puede descartar totalmente que el

exodmero altere varios procesos de manera independiente.

2. El exdmero y la secrecion polarizada

El papel fundamental de los fosfoinositidos en el trafico vesicular se ha documentado
ampliamente (Hammond and Burke, 2020; Schink et al., 2016), por lo que una desregulacion
en la homeostasis lipidica puede, muy probablemente, conducir a problemas en la

organizacién y el funcionamiento del sistema de secrecidn vesicular.

Chs3, Fusly Pin2 son proteinas transmembrana de S. cerevisiae que se localizan en los sitios
de crecimiento polarizado. Se consideran cargos bona fide del exdmero porque
interaccionan con componentes del exdmero y se quedan retenidos en el TGN en ausencia
de este complejo proteico (Barfield et al., 2009; Ritz et al., 2014; Rockenbauch et al., 2012;
Sanchatjate and Schekman, 2006; Santos and Snyder, 1997, 2003; Trautwein et al., 2006).
Skg6 es una proteina transmembrana capturada en un cribado de tipo pull-down disefiado
para identificar cargos del exdmero (Ritz et al., 2014). Sorprendentemente, Skg6 se localiza
en la MP en mutantes del exdmero, un resultado que llevo a la conclusion de que no es un
cargo de este adaptador (Ritz et al., 2014). Posteriormente, analisis de sensibilidad a
cationes de mutantes del exdmero demostraron que un porcentaje significativo de células

no presentaban a Enal o al transportador de triptéfano Tat2 en la MP de las yemas (Anton
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et al., 2017; Anton-Plagaro et al., 2021). Ademas, un analisis de la regulacion de la sintesis
de quitina por el exdmero de otros organismos demostré que, en los mutantes del exdmero
de C. albicans, parte de la quitina sintasa CaChs3 presentaba una localizacion intracelular, y
que la fracciéon de la enzima que llegaba a la MP era apenas detectable en las yemas y las
puntas de las hifas (Anton et al.,, 2018). En esta tesis doctoral demostramos que los
mutantes del exdmero de S. pombe tienen defectos en la distribucién polarizada de Cta3y
Pkd2. Estos resultados, junto con el hecho de que (1) S. pombe alberga la forma funcional
mas simple de exdmero, cuya ChAP esta muy relacionada con la ancestral (Martin-Garcia et
al., 2011; Ramirez-Macias et al., 2018); (2) Cta3 es muy cercana evolutivamente a la ATPasa
de K* original (Benito et al., 2002); y (3) la funcién del exdmero como adaptador de cargo
es una adquisicion evolutivamente reciente (Ramirez-Macias et al., 2018), sugieren
firmemente que la funcién ancestral del exémero estaba mas relacionada con la secrecidn
polarizada de este tipo de proteina que con su salida del Golgi. En particular, la distribucién
subapical/asimétrica de Enal, Cta3 y Pkd2 en los mutantes es evidente sélo en los tiempos
cortos después de la inducciéon. Por lo tanto, seria interesante analizar la distribucién de
Skg6 y otros cargos potenciales bajo las mismas condiciones. Esto clarificaria si la regulacién
de la secrecién polarizada por el exdmero es frecuente en proteinas transmembrana que
no dependan de él para salir del TGN, o si estd restringido a un pequeno grupo de proteinas

que incluyen varios transportadores.

Después de la llegada a la superficie celular, estas proteinas se distribuirian a lo largo de la
MP de la zona media, polo o yema mediante difusion lateral (Valdez-Taubas and Pelham,
2003), lo que explicaria por qué su defecto en polarizaciéon no seria detectado después de
un tiempo largo tras la induccion. La pérdida del médulo de polaridad es un proceso
finamente regulado por Styl en respuesta a varias fuentes de estrés, entre ellas el estrés
osmotico (Salat-Canela et al., 2021). En nuestros mutantes la ruta dependiente de Styl
responde correctamente. Por lo tanto, es posible que las proteinas lleguen a la MP de una
forma similar en el WT y en los mutantes, y que la distribucién andmala de los esteroles, el
PI(4,5)P2, PI4P, y otros lipidos como la PS, ralentice su difusion lateral en los mutantes, lo

que daria lugar a su localizacién defectuosa transitoria.
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Algunas funciones del exdmero posibles y mutuamente no excluyentes en la secrecion
polarizada podrian ser facilitar (1) la correcta organizacién de los microdominios lipidicos
en el TGN (ver mas adelante) y/o la interaccidn entre estos microdominios y las proteinas
que promueven la formacion de vesiculas; (2) la oligomerizacién de los cargos; (3) el
contacto entre la vesicula y la miosina tipo V; o (4) el establecimiento de los sitios de

crecimiento polarizado. Futuros estudios deberian abordar estas posibilidades.

3. El exdmero, la ruta de integridad celular y la homeostasis lipidica

Nuestros resultados demuestran que, en la levadura de fisidn, la respuesta eficiente de la
ruta CIP a estrés osmoético requiere de la accion del exdmero. El hecho de que observemos
este defecto en respuesta a concentraciones altas de sales de potasio y a sorbitol es
sorprendente, porque el crecimiento de los mutantes del exdmero es defectuoso en placas
con KCl 0,6 M pero no con sorbitol 1,2 M (Hoya et al., 2017; Moro et al., 2021). Este
resultado indica que otros defectos en los mutantes, como la homeostasis alterada del K*y

la distribucion anémala de la bomba de K* Cta3, podrian contribuir a la sensibilidad.

En ausencia del exdmero, la asociacion defectuosa de Pck2 con la MP después del choque
inicial contribuye a una respuesta ineficiente de CIP, y un defecto en la homeostasis de los
Pls es responsable de la asociacidon reducida. Esto es consistente con el hecho de que estos
lipidos regulan las PKCs (Nelsestuen and Bazzi, 1991). La eficiencia de la respuesta de CIP
correlaciona con el nivel de actividad de Its3 (Kabeche et al., 2015; Figura 32C), lo cual a
priori sugiere que el principal Pl implicado es el PI(4,5)P2. Sin embargo, hemos encontrado
qgue el PI4P y el PA juegan un papel importante en el proceso. Estos lipidos podrian
contribuir a la asociacion de Pck2 con la MP a través de unidn directa, unidon con otras
proteinas que estabilicen a Pck2, o asegurando un entorno lipidico adecuado para la
actividad de Pck2. Ademas, el PA podria contribuir a la activacién de CIP proporcionando un

sustrato para la sintesis de PLs, que podrian unirse a Pck2, Rgf1 y/o Mkh1.

Los Pls no se distribuyen de manera uniforme en todas las membranas celulares. Asi, el
PI(4,5)P2 es abundante en la MP, y el PI4P es abundante en el Golgi, pero también estd

presente en la MP. El reservorio de PI4P de |la MP es el precursor de PI(4,5)P2 y participa en
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la endocitosis, en el transporte no vesicular de lipidos, en la homeostasis de la membrana,
y en algunas rutas de sefalizacién celular. El reservorio de PI4P del Golgi participa en la
secrecién polarizada y en la sefializaciéon (Batrouni and Baskin, 2021; Behnia and Munro,
2005; De Matteis et al., 2005; Posor et al., 2022). Sin embargo, en células de mamiferos, el
PI4P y el PI(4,5)P2 son determinantes independientes de identidad de la MP, y se ha visto
que el PI4P contribuye a algunas funciones que antes se habian atribuido especificamente
al PI1(4,5)P2 (Hammond et al., 2012). Los reservorios de PI4P se sintetizan in situ por las 1-
fosfatidilinositol 4-quinasas y, por tanto, la contribucién del PI4P del Golgi en la MP no esta
clara. En células de mamiferos, el mantenimiento del PI(4,5)P2 de la MP y la regulacion de
los canales iénicos dependen de los reservorios de PI4P de la MP y el Golgi (Dickson et al.,
2014). Por otra parte, en la levadura de gemacidn, el reclutamiento de la GEF de Rhol,
Rom2, a la MP y la consecuente activacion de la cascada de MAPK mediada por PKC,
requiere del reservorio de PI(4,5)P2 dependiente de Stt4, pero no del dependiente de Pikl
(Audhya and Emr, 2002). En S. pombe, el PI4P sintetizado por Stt4 es el sustrato que origina
el P1(4,5)P2 en la MP (Willet et al., 2023). Nosotros hemos demostrado que en S. pombe el
reservorio de PI4P de la MP no es sélo un precursor de PI(4,5)P2, sino que es un
determinante importante para la asociacidén de Pck2 con la MP y la sefializacién de CIP.
Ademas, el reservorio del Golgi contribuye a la sefializacion reabasteciendo al reservorio de

la MP después del choque osmético.

éPor qué los mutantes del exémero son defectuosos en la sefalizacién de CIP cuando
cambia la presidn osmoética? Los cambios en la osmolaridad alteran la tensidon y las
propiedades fisicas de las membranas. Ademas, la composicién lipidica de la membrana
cambia en respuesta a estrés osmético en la levadura de gemacién y en plantas
(Bonangelino et al., 2002; Guo et al., 2022). Nosotros hemos observado varios cambios en
la distribucidon de lipidos en S. pombe tratada con altas concentraciones de KCI, y estos
cambios estdn exacerbados en los mutantes del exdmero. Por tanto, es posible que el estrés
osmético induzca una alteracién en la MP que en los mutantes de exdmero sea mas
deletérea o sea reparada menos eficientemente. En células epiteliales de Caenorhabditis

elegans, el Golgi participa en un mecanismo de reparacién de MP que se activa en respuesta
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al dano producido por estrés mecdnico. Este mecanismo induce un incremento en el

transporte de membranas derivadas del Golgi hasta la herida, lo que proporciona PI4P para

una generacion local incrementada de PI(4,5)P2 para estabilizar las membranas (Meng et

al., 2023). En S. pombe, concentraciones altas de KCl inducen un cambio en la distribucién

del PI(4,5)P2 (Kabeche et al., 2015), que es mds evidente en ausencia del exdmero, donde

los lipidos se asocian en cimulos durante tiempos mds largos (Figuras 24C,E, 28A y 32D).

Este agrupamiento prolongado podria reducir su accesibilidad. Proponemos un modelo

(Figura 41) en el que el choque osmético resultaria en una reduccién en la cantidad o

accesibilidad del PI(4,5)P2.
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Figura 41. Modelo especulativo para explicar el papel del exdmero en la homeostasis del PI4P y la
regulacidon de CIP. Panel izquierdo, bajo condiciones basales (SIN TRATAR), la 1-fosfatidilinositol 4-quinasa
Stt4 fosforila al Pl para generar PI4P en la MP. Este PI4P es sustrato para la 1-fosfatidilinositol 4-fosfato 5-
quinasa Its3, que produce PI(4,5)P2. Pck2 se une al PI4P y activa al bloque de MAP quinasas de CIP en
respuesta a estrés (KCl). En el Golgi, la 1-fosfatidilinositol 4-quinasa Pik1 fosforila Pl para generar PI4P. El
exomero, que interacciona con Arfl y la membrana del Golgi, modularia la transferencia de PI4P a la MP.
Panel derecho, el estrés osmotico alteraria las propiedades de la MP, y Pck2 se disociaria de la superficie
de los polos celulares (CHOQUE OSMOTICO). Después del choque inicial, las células WT se adaptarian a la
presencia de KCI (RECUPERACION); Its3 sintetizaria PI(4,5)P2 a partir del PI4P generado en la MP por Stt4.
Bajo estas condiciones, habria un transporte incrementado de PI4P desde el Golgi hacia la MP que
mediaria la re-asociacidn de Pck2 con la MP. En ausencia del exdmero, este transporte seria ineficiente, lo
que resultaria en una acumulacién de PI4P en el Golgi y una escasez de este lipido en la MP. Esto haria que
se redujera la reasociacion de Pck2 con la MP y, por tanto, también la sefializacidn de CIP.

Consecuentemente, las células requeririan un mayor suministro de este lipido, que seria

obtenido a partir de la fosforilacion local de PI4P por Its3. Esta respuesta aguda resultaria

en una gran demanda de PI4P, y en una escasez de este lipido para otras funciones. Bajo
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estas circunstancias, el PI14P del Golgi, sintetizado por Pik1, seria transportado hacia la MP
por un mecanismo facilitado por el exdmero. El suministro incrementado de PI4P también
serviria como un punto de anclaje para Pck2, que se reasociaria a la MP y estaria disponible

para nuevas rondas de activacién de CIP.

4. Adaptadores de clatrina del TGN

El patrén de sensibilidades a estrés de los mutantes defectuosos en adaptadores de clatrina,
cuyos endosomas estan alterados (Hoya et al., 2017; Kita et al., 2004; Moro et al., 2021;
Yanguas et al., 2019), demuestra que su MP esta hiperpolarizada. Esto concuerda con el
papel del sistema endosomal en la homeostasis idnica y del pH, y con los resultados que
demuestran una relacion entre los defectos en el sistema endosomal y la sensibilidad a
higromicina B (Banuelos et al., 2010; Ejzykowicz et al., 2017; Scott and Gruenberg, 2011).
Aun asi, el crecimiento de los mutantes carentes del exémero y de adaptadores asociados
a clatrina en presencia de varias sales y sorbitol es diferente. Por lo tanto, el fenotipo de los
mutantes del exdmero es probablemente el resultado de una combinacién de diferentes

defectos.

Los adaptadores de clatrina que operan en el Golgi también interactuian con lipidos y Arf1,
y algunos resultados sugieren que podrian colaborar o competir con el exdmero (Anton-
Plagaro et al., 2021; Hoya et al.,, 2017). Nuestros resultados demuestran que estos
adaptadores también regulan la ruta CIP en respuesta a estrés osmoético y, teniendo en
cuenta la interaccidn genética entre ent34 y cfr1A, cuanto mas defectuoso es el trafico
desde el TGN, menos efectiva es la activacion de CIP. Esta visidn es consistente con el papel
del Golgi en la sefalizacién (Cancino et al., 2013; Cancino and Luini, 2013). Sin embargo,
esta interaccién genética, junto con el hecho de que las células carentes de estos
adaptadores no tienen una reasociacién de Pck2 defectuosa con la MP y no acumulan PI4P
en el Golgi, sugiere firmemente que el exdmero y los adaptadores de clatrina actuan a
través de mecanismos diferentes, y que la regulacion del transporte de PI4P desde el Golgi

podria ser una funcidn especifica del exémero.
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5. El exdmero como elemento regulador

El exdmero es un complejo proteico con propiedades de cubierta vesicular y adaptador de
cargo, que se une a lipidos y proteinas y facilita el transporte de proteinas transmembrana
que se localizan en los sitios de crecimiento polarizado (Bonifacino, 2014; Paczkowski et al.,
2012; Paczkowski and Fromme, 2014, 2016; Ritz et al., 2014; Rockenbauch et al., 2012;
Sanchatjate and Schekman, 2006; Santos et al., 1997; Santos and Snyder, 1997, 2003;
Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006). Nosotros hemos encontrado que el exdmero de
S. pombe regula Pck2, Rgfl y Mkh1, que no son proteinas transmembrana, pero se asocian
a lipidos y muestran una distribucion polarizada. Ademads, regula la distribucidn lipidica, en
particular en respuesta a estrés osmético. Concretamente, hemos puesto de manifiesto la
existencia de un defecto en la homeostasis de PI4P en mutantes de exdmero. El mecanismo
por el cual el exdmero modula el transporte de PI4P sigue siendo una incégnita y requiere
estudios adicionales. El exdmero interacciona con lipidos y con Arfl (Paczkowski et al., 2012;
Paczkowski and Fromme, 2014, 2016; Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al.,
2006; Wang et al., 2006). Por lo tanto, podria estar involucrado en el fraccionamiento o
empaquetamiento de los lipidos durante la formaciéon de vesiculas (Bankaitis et al., 2012;

Patterson et al., 2008) y/o en la modulacion de Arf1.

En un enfoque diferente, es posible que la acumulacién de PI4P en el TGN sea debida a un
mal funcionamiento de las proteinas Osh41/0sh42 (homdlogas de Osh4 de S. cerevisiae y
de OSBP de mamiferos) en ausencia del exdmero, ya que esta descrito que las OSBP de
mamiferos consumen un alto porcentaje del PI4P presente en el TGN para realizar su

funcién transportadora de colesterol (Mesmin et al., 2017).

En la levadura de gemacion, la proteina Osh4 estd relacionada con la regulacion de la
secrecién en el TGN (y mas concretamente con el transporte de esteroles), y su localizacién
en el Golgi depende de la produccion de PI4P por la quinasa Pik1 (Balla et al., 2023). Esta
proteina posee un dominio ORD capaz de unir tanto esteroles como PI4P (de Saint-Jean et
al., 2011). Ademas, su homodloga en mamiferos (OSBP) se localiza en los sitios de unién RE-

TGN, donde se une al colesterol del RE, siendo este su cargo preferido debido a la ausencia
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de PI4P por la actividad de la fosfatasa Sacl. El colesterol (u otros esteroles dependiendo
del organismo) puede ser liberado del dominio ORD en la membrana del TGN, donde los
niveles de PI4P son altos, propiciando la unién del dominio con PI4P y previniendo la unién
de colesterol. La rapida hidrdlisis del PI4P en el RE por la fosfatasa Sacl permite que el
dominio ORD se vuelva a unir a colesterol para empezar el ciclo otra vez (Balla et al., 2023).
Este sistema podria estar alterado en un mutante del exdmero de S. pombe, que acumula
mas PI4P en el TGN. El exceso de este lipido podria ocasionar un mayor transporte
anterégrado hacia la MP y retrégrado hacia el RE, aumentando los niveles de PI4P en este
compartimento y desfavoreciendo el sistema de transporte de esteroles, que quiza se
tendrian que transportar de otras formas menos eficientes. Esto resultaria en la distribucion
anomala de los esteroles que hemos detectado en los mutantes del exémero, en particular

en presencia de KCl.

Por otra parte, en un mutante puntual de Osh4 de S. cerevisiae Y97F, |la proteina aumenta
su unién al TGN de forma dependiente de PI4P. Esto provoca una interferencia en las
funciones de sefializacion del PI4P y conlleva alteraciones dramaticas en el metabolismo de
los esfingolipidos y un transporte defectuoso hacia la MP de varias permeasas de
aminodcidos y NHa4* (Mousley et al., 2012). La mayor cantidad de PI4P que se acumula en el
Golgi en los mutantes del exdmero de S, pombe podria estar simulando este efecto del
mutante puntual de Osh4, lo que ayudaria a explicar varios de los fenotipos de los mutantes
del exémero, como la alteracion en la distribucién de esteroles y PI(4,5)P2, la distribucién
alterada de Cta3 y Pk2 y la inestabilidad de Pck2 en la MP. Los hechos de que en un analisis
piloto de proteémica Cfrl haya mostrado unién a Osh41l en presencia de KCI, que el
mutante osh41A sea sensible a KCl, y que el mutante doble bch1A osh41A sea mas sensible
gue cada mutante sencillo (resultados previos del laboratorio), sugieren una relaciéon

funcional entre el exémero y Osh41.

Los mutantes del exdmero tienen defectos leves en multiples procesos: la sefalizacidon en
respuesta a estrés osmatico, la sintesis de la pared celular, la citoquinesis, la conjugacién,

la actividad de la ATPasa de MP, la secrecidn polarizada, la homeostasis del calcio y potasio,
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y la distribucién de los lipidos (este trabajo, Anton et al., 2017; Cartagena-Lirola et al., 2006;
Hoya et al., 2017; Moro et al., 2021; Santos et al., 1997; Santos and Snyder, 1997, 2003).

En esta tesis doctoral hemos puesto de manifiesto la existencia de una funcidn del exdmero
en el mantenimiento de la homeostasis lipidica, que podria explicar su papel en la
regulacion de la secrecién polarizada, la homeostasis idnica y la seializacién. De acuerdo
con esto, la funcion del exdmero deberia ser contemplada no sélo desde una perspectiva

centrada en las proteinas, sino también desde una perspectiva centrada en los lipidos.
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Conclusiones

1. Los mutantes del exdmero presentan defectos en la polaridad de la membrana
plasmadtica, y en la homeostasis del K* y del Ca?*.

2. La distribucion de la bomba de extrusién de K* Cta3 y del canal de Ca%* Pkd2 es
andmala en los mutantes del exdmero en los momentos tempranos tras su
expresion.

3. La distribucién de algunos lipidos de la membrana plasmatica esta alterada en los
mutantes del exdmero.

4. Los mutantes del exdmero son defectuosos en la activaciéon de la ruta CIP en
respuesta a estrés osmoético, aunque el exdmero no es un componente integral de
la ruta CIP.

5. La dindmica de asociacion de Rgfl, Pck2 y Mkh1 con la membrana plasmatica tras
un choque osmotico esta alterada en los mutantes del exémero.

6. El defecto en la activacidon de CIP de los mutantes del exdmero correlaciona con un
defecto en la localizacion del activador Pck2.

7. El defecto en la dindmica de asociacidn de Pck2 con la membrana se suprime
incrementando la sintesis de PI4P y otros fosfolipidos en la membrana plasmatica, e
incrementando la sintesis de PI4P en el Golgi.

8. Los mutantes del exdmero tienen menos PI4P en la membrana plasmatica, y lo
acumulan en el Golgi, lo cual indica que el exdmero participa en el transporte de
PI4P desde el Golgi hacia la membrana plasmatica.

9. Aunque todos los mutantes defectivos en el trafico vesicular desde el Golgi tienen
un defecto en la activacion de CIP, el exémero participa en un mecanismo de
regulacién de la ruta que es exclusivo. Este mecanismo garantiza una cantidad

adecuada de PI4P, necesario para que Pck2 se asocie a la membrana plasmatica.
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1. Microorganismos empleados

En este trabajo se han empleado dos microorganismos diferentes:
- La bacteria Escherichia coli se utilizd6 en los trabajos rutinarios de clonacién
molecular.
- Lalevadura Schizosaccharomyces pombe se utiliz6 como modelo experimental para

realizar los experimentos.

Las cepas empleadas en este trabajo, sus caracteristicas genéticas y su procedencia se

detallan en el anexo Il.

Los mutantes cfr1A y bchlA se han usado indistintamente como mutantes del exdmero
porque se sabe que cada una de las proteinas es esencial para que la otra se localice en el
TGN vy, por lo tanto, para que haya un exdmero funcional(Hoya et al., 2017). Aunque no se
puede obviar la posibilidad de que cada proteina ejerza una funcién independiente del
exomero, los dos mutantes presentan los mismos fenotipos en todos los procesos
estudiados hasta el momento. En los trabajos iniciales se usé el mutante cfri1::his3+ como
parental en cruces genéticos, dado que la recombinacién homadloga en el locus cfr1+ es muy
ineficiente, lo que dificultaba la obtencién de cepas por transformacion con casetes de
delecidn. Por el contrario, la recombinacién homoéloga en el locus bch1+ es muy eficiente,
por lo que, una vez se comprobd que ambos mutantes tenian los mismos fenotipos, se pasé
a construir las cepas nuevas utilizando casetes de delecidn bchl1::KAN, bchl::NAT o
bch1::HPH. Los experimentos cuyos resultados son mas concluyentes de este trabajo se han

realizado con cepas cfr1A y bch1A vy se han obtenido los mismos resultados.

2. Medios y condiciones de cultivo

Todos los medios de cultivo empleados se prepararon con agua destilada (milli RO) y se
esterilizaron en el autoclave. Los correspondientes medios sélidos se prepararon mediante

la adicién de agar al 2%.



122 | MATERIALES Y METODOS

2.1. Medios y condiciones de cultivo para E. coli

Para el crecimiento de esta bacteria se utilizé6 de manera rutinaria el medio LB (Lysogeny
Broth) compuesto por: bactotriptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. El pH
de este medio de cultivo oscila entre 7,2 y 7,4; el ajuste del pH se realiza antes de la
esterilizaciéon en autoclave. Para la seleccién de clones resistentes a antibidticos se
suplementaron los medios con 100 pg/ml de ampicilina (Roche) o con 50 pg/ml de

kanamicina (Formedium).

Para su cultivo en medio liquido las células de E. coli se incubaron en tubos de ensayo o en
matraces Erlenmeyer con agitacién orbital a 200 rpm a una temperatura de 37°C. Para el

crecimiento en medio sélido las células se incubaron en placas de Petri en estufas a 37°C.

2.2. Medios y condiciones de cultivo generales para S. pombe

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de la levadura de fisidén se describieron
por Moreno y colaboradores (Moreno et al.,, 1991) . En este trabajo se han usado los

siguientes:

YES (Yeast Extract Supplemented): Es un medio rico compuesto por glucosa al 3%,
extracto de levadura al 0,5% y una mezcla con cantidades iguales de adenina, histidina,
leucina, lisina y uracilo a 1,125 g/L. Previamente a su esterilizacién en autoclave el pH del
medio se ajusta a 5,6. Este medio se ha utilizado de manera general para el crecimiento
vegetativo de S. pombe. Para la seleccion de determinadas cepas el medio YES se
suplementd con geneticina (Formedium) a 120 pg/mL, con nourseotricina (WERNER

BioAgents) a 50 pug/ml o con higromicina (Formedium) a 200 pg/ml, segun fuese necesario.

Medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media): compuesto por glucosa al 2%,
ftalato monopotasico al 0,3%, NaxHPO4 al 0,22% y NH4Cl al 0,5%. El pH esta ajustado a 5,6.
Ademas, este medio lleva sales, vitaminas y minerales de acuerdo con lo especificado
previamente (Moreno et al., 1991). El EMM se utilizé para la seleccion de cepas con
determinadas auxotrofias y para cultivar aquellas que portaban plasmidos. En estos casos
el EMM se suplementd con 225 mg/L de uracilo, lisina, adenina, leucina y/o histidina segun

fuera necesario. El EMM con todos los suplementos se denomind EMM completo.
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Para el crecimiento de S. pombe en medio sélido se utilizaron placas de Petri que se
incubaron en estufas a la temperatura correspondiente. En general, para el crecimiento en
cultivos liquidos, las levaduras se incubaron a 28°C en matraces con agitacion a 200 rpm. En
este caso los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de
crecimiento. Para ello se realizé un preindculo el dia anterior al experimento y se dejé crecer
durante toda la noche. A la mafiana siguiente se analizé la concentracion de células en el
cultivo midiendo la absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro. Por las curvas de
calibracion realizadas previamente en el laboratorio se establecié que una densidad dptica
(D.0.) de 1 equivalia a 107 células/ml de S. pombe. Teniendo en cuenta estos datos vy el
tiempo de generacién de la levadura, se reinoculé el cultivo a la concentracién de células
necesaria para realizar el experimento con las levaduras creciendo en fase exponencial

(D.0.< 1).

2.3. Medios y condiciones de cultivo especiales para S. pombe

En algunos casos fue necesario afadir a los medios de cultivo diferentes compuestos
quimicos para la induccion de estrés (KCl, CaCl, NaCl, LiCl y sorbitol, de Sigma; KNOs3, de
Merck; CH3CO2K, de Panreac; higromicina B, de Formedium; FK506, de Tocris; MgCl,, de
Fisher; o caspofungina, de MSD). Las condiciones de cultivo (tiempos y temperaturas) en
presencia de estos compuestos se indican en cada experimento. Todos los compuestos se

afadieron al medio después de la esterilizacién del mismo.

Para analizar la respuesta a estrés inducida por sorbitol, las células se recogieron por
filtracion, los filtros se introdujeron en matraces con YES suplementado con sorbitol (Sigma)
1,2 M yseincubaron a 28°C. Para analizar la respuesta a estrés hipotdnico, células creciendo
en YES con sorbitol 0,8 M se recogieron por filtracién, se introdujeron en matraces con YES

y se incubaron a 28°C.

2.4. Ensayos de crecimiento en gota
Este tipo de experimento se usa para analizar y comparar el crecimiento de distintas cepas
ante diferentes tipos de estrés. Ademas, permiten observar las interacciones génicas

existentes entre ellas. Para realizar estos ensayos se partio de cultivos liquidos creciendo en



124 | MATERIALES Y METODOS

fase exponencial y se iguald su D.O.e00 @ 1. A continuacién, se realizaron 5 diluciones
seriadas %, hasta obtener un total de 6 concentraciones decrecientes de células.
Posteriormente, usando un replicador (Sigma) se colocé una gota de cada concentracidn
sobre las placas con el medio de cultivo correspondiente. Las placas se incubaron a
diferentes temperaturas o en presencia de diferentes fuentes de estrés a 32°C durante 2-5

dias dependiendo de las condiciones.

3. Conjugacion y aislamiento de ascosporas al azar

Con el objetivo de conseguir cepas con caracteristicas de dos estirpes parentales se llevaron
a cabo cruces genéticos. La induccion de la conjugacion se realizé en placas de EMM con la
mitad de los suplementos que se usan para el crecimiento vegetativo, ya que para que se
inicie este proceso es necesario que haya unas condiciones limitantes de nutrientes. Cuando
se usaron estirpes heterotalicas de tipo sexual opuesto (h* y h’), se mezclé la misma
cantidad de células de cada progenitor. Si una de las cepas parentales era homotalica (h*°),
se utiliz6 menor cantidad de ella para disminuir la probabilidad de conjugacién entre sus

propias células.

Tras unos 2-4 dias de incubacién (dependiendo de las cepas) las células que han conjugado
adecuadamente generan ascas con 4 ascosporas cada una. Una vez transcurrido este
tiempo se realizé el aislamiento y seleccidén de las ascosporas al azar (Forsburg and Rhind,
2006). Para ello se tomd una pequeiia muestra del cruce y se resuspendio en 1 ml de agua
estéril al que se anadieron 5 ul de extracto enzimatico B-glucuronidasa (Roche). Esta mezcla
se incubo durante aproximadamente 16 horas a temperatura ambiente en agitacién. Este
tratamiento degrada las paredes de las células vegetativas y favorece la liberacién de las
esporas. Después se realizaron diluciones y se sembraron en medio rico YES. Una vez que
las colonias crecieron en este medio se seleccionaron aquellas que poseian el genotipo de
interés mediante su crecimiento en medios selectivos, a través de su analisis por PCR y/o

mediante su observacién al microscopio.
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4. Procedimientos generales de biologia molecular

4.1. Vectores utilizados
4.1.1. Vectores de E. coli

pPGEX-2T-TEV (Addgene #80630, Mccullough et al., 2008): Es un plasmido de
expresion bacteriana de 5650 pares de bases (pb) que contiene el gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion en bacterias, el origen de replicacién ColE1 y un fragmento del
represor de lactosa lacl, que se une al operdn lac para inhibir la traduccion E. coli. Esta
inhibicion puede ser aliviada anadiendo lactosa o isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG). Ademas, dispone de un fragmento LacZa de la B-galactosidasa, una tag de glutation
S-transferasa (GST) y un sitio de corte TEV (Tobacco Etch Virus). Utilizado para expresar Pck2
marcada con GST en E. coli, para analizar su unién a lipidos dispuestos en tiras de

membranas hidrofdbicas.

4.1.2. Vectores de S. pombe

pINTH1 (Fennessy et al., 2014): Es un plasmido integrativo construido a partir del
vector pUC19 de E. coli. Tiene el gen de resistencia a ampicilina como marcador de seleccién
en bacterias. Ademas, contiene un médulo de ADN con la mitad de la secuencia codificante
del gen de resistencia a higromicina, seguida del promotor de nmti+, de un MCS, del
terminador de nmt1+, del gen de resistencia a nourseotricina y de la otra mitad del gen de
resistencia a higromicina. Este médulo (tras hacerlo lineal cortando con la enzima Notl) se
puede integrar en el genoma de una cepa que posee el gen de resistencia higromicina

integrado artificialmente en una regién intergénica de su genoma (Fennessy et al., 2014).

pINTH81 (Fennessy et al., 2014): Es un plasmido integrativo construido a partir del
vector pUC19 de E. coli de la misma forma que el pINTH1. La Unica diferencia entre este
plasmido y el anterior es la ausencia en el MCS de un sitio de corte para la enzima de

restriccion Smal. Debido a esta gran similitud, se utilizé de forma indistinta con el pINTH1.

plJK148(Mcleod et al., 1987): Es un vector de 5,3 kb que contiene el gen leul+ de S.
pombe como marcador de seleccion en levadura, el gen de resistencia a ampicilina, el origen

de replicacion f1, el gen de la enzima B-galactosidasa, el origen de replicacion ColE1 de E.
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coli y un MCS con 19 sitios de restriccion Unicos. Este plasmido carece de la secuencia de
replicacion auténoma ars1 por lo que no se puede autoreplicar en levadura. Se usa para la
integracidon de secuencias de ADN en el locus leul+ de S. pombe. Para que la integracién del
pldsmido tenga lugar es necesario hacerlo lineal digiriéndolo con una enzima de restriccién.
De manera rutinaria se ha utilizado Tth111l, que corta dentro del gen leul+. Tras esto se
puede transformar una cepa con la mutacién leu1-32. Al integrarse el plasmido en esta cepa
se reconstituye una copia del gen leul+ silvestre, por lo que se pueden seleccionar los

transformantes en un medio sin leucina.

4.2. Obtencion de ADN

Para la extraccion rdpida y a pequefia escala de ADN plasmidico de E. coli (mini-preps) se
empled el método de la rotura alcalina descrito previamente (Zhou, 1990). En este método
las células se lisan por la adicién de una mezcla de NaOH y dodecil sulfato sddico (SDS). La
precipitacion del ADN se produce por la adicidn de isopropanol y sales. Cuando fue preciso
obtener ADN de mayor pureza y en mayor cantidad se empled un kit comercial (QlAprep®

Spin Miniprep Kit, QIAGEN).

La extraccién de ADN plasmidico y gendmico de S. pombe se realizé6 de acuerdo a los
protocolos descritos previamente por Moreno y colaboradores (Moreno et al., 1991) y en

el manual de laboratorio de Sambrook y colaboradores (Sambrook, 2001).

4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de ADN por PCR se llevd a cabo en los termocicladores
MyCycler™ (BioRad) y Multigene Mini™ (Labnet International). De manera general se usé
una mezcla de reaccién (20 pl de volumen final) que contenia los 4 desoxinucledtidos
trifosfato a una concentracion final de 0,2 mM cada uno, MgCl, a 2,5 mM, los
oligonucleétidos usados como cebadores a 1 uM, 0,25 unidades de la polimerasa (BIOTAQ™
de Bioline), el tampdn suministrado por dicha casa comercial y un volumen variable de ADN
molde en funcién de si era gendmico o plasmidico. El volumen se completd con agua. En
aquellos casos en los que la PCR se utilizé para amplificar un fragmento de ADN que se iba

a clonar para su expresion en S. pombe, se utilizd en la reaccidon una enzima con capacidad
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correctora de errores (VELOCITY DNA Polymerase, BIOLINE) siguiendo las especificaciones
de la casa comercial. Para realizar PCR de fusidn se utilizé la enzima PrimeSTAR de Takara.
Durante la reaccién tiene lugar un primer paso de desnaturalizacién del ADN molde a 94°C,
un segundo paso de anillamiento de los cebadores a la temperatura éptima variable en
funcién de su secuencia y, por ultimo, la extension de las hebras, utilizdndose 1 minuto de
incubacién a 72°C por cada kb de ADN a amplificar. Cada uno de estos pasos se repite de

manera ciclica a lo largo del proceso entre 30 y 35 veces, dependiendo del experimento.

4.4. Manipulacion general de ADN

Los protocolos utilizados para la manipulacién de ADN se recogen en distintos manuales
(Howland, 1996; Sambrook, 2001). Ademas de las distintas indicaciones de estos manuales,
se tuvieron en cuenta las recomendaciones de las casas comerciales suministradoras del

material.

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o por tratamiento con enzimas de
restriccion se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa (Hispanlab). Estos se
elaboraron a diferentes concentraciones (entre 0,7% y 2%), segun el tamafo de los
fragmentos a separar. Los geles se prepararon con tampdn TAE (Tris acetato 40 mM, EDTA

1mM) al que se anadié Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH).

Para purificar los fragmentos de ADN después de su separacidon en geles de agarosa se
utilizé el kit comercial NucleoSpin©® de MACHEREY-NAGEL. Las ligaciones de fragmentos de
ADN purificados se realizaron utilizando la enzima del fago T4 (Fermentas) e incubando la
mezcla de ligacion a 16°C durante 12-16 horas. Posteriormente esta mezcla de ligacidn se

utilizé para transformar E. coli.

4.5. Secuenciacion

La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizd en el servicio de secuenciacion de la
empresa CENIT, que emplea un secuenciador automatico capilar 3730xI DNA Analyzer
(Applied Biosystems). La técnica usada se basa en modificaciones del método descrito por
Sanger y colaboradores (Sanger et al., 1977). Se usan didesoxinucleétidos marcados con

fluorocromos que son detectados por un laser. Las secuencias obtenidas se observaron en
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forma de cromatograma, junto con las letras correspondientes a cada nucleétido, con el

software informatico Chromas.

4.6. Plasmidos construidos

En este trabajo se han construido una serie de pldsmidos que se han utilizado para integrar
en el genoma algunos genes bajo la expresion de promotores de otros genes. Las secuencias
utilizadas para hacer estas construcciones se detallan en el Anexo lll. Los fragmentos de
DNA se liberaron por digestion enzimatica y se utilizaron para transformar células de
levadura. Todas las construcciones se comprobaron mediante digestiones con enzimas de

restriccion y secuenciacién de ADN, y su correcta integracion se comprobd por PCR.

4.7. Delecidon de genes y marcaje de proteinas en su locus

Las deleciones de distintos genes y los marcajes en el extremo C-terminal de las proteinas
se hicieron transformando la cepa correspondiente con distintos modulos de ADN
amplificados por PCR como estd descrito (Bahler et al., 1998). Para la amplificacién se
usaron oligonucledtidos de unos 100 pares de bases, de los cuales 80 eran homélogos con
las dianas del genoma y 20 con los distintos mddulos. Tras la transformacion se comprobd

por PCR que la integracion habia ocurrido correctamente.

Para marcar proteinas en su extremo N-terminal, se amplificaron por PCR tanto la GFP como
la ORF correspondiente flanqueadas por los sitios de restriccién adecuados y se clonaron
en el vector pINTH1 (Fennessy et al., 2014) flanqueadas por el promotor y el terminador de

nda2+.

4.8. Transformacion de E. coli

La transformacion de células competentes de E. coli con mezclas de ligacién se realizé de
acuerdo con el procedimiento disefiado anteriormente (Kushner, 1978). Este método
promueve la entrada de ADN en las células bacterianas sometiéndolas a un choque térmico.
Para amplificar plasmidos ya construidos se empledé un método simplificado del anterior

conocido como “transformacion del minuto” (Golub, 1988).
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4.9. Transformacion de S. pombe

Las transformaciones de S. pombe se realizaron siguiendo el método del acetato de litio (Ito
et al., 1983) con las modificaciones descritas por Bahler y colaboradores (Bahler et al.,

1998).

5. Procedimientos generales de bioquimica

5.1. Calculo de concentracion intracelular de potasio

Para estimar la concentracion intracelular de potasio las células se cultivaron en medio rico
YES hasta alcanzar una absorbancia de 0,6-0,7 a 660 nm, se centrifugaron durante 5 minutos
a 1900 x g, se resuspendieron en medio YES y se incubaron a 30°C durante 90 minutos. Se
tomaron alicuotas centrifugando durante 5 minutos a 700 x g y 4°C y se lavaron dos veces
con 10 ml de una solucién de MgCl, 20 mM fria. Los precipitados se resuspendieron en 0,5
ml de MgCl, 20 mM y los iones se extrajeron calentando las células a 95°C durante 15
minutos. Después de centrifugar, se analizaron alicuotas del sobrenadante con un
espectrometro de absorcidn atdomica (SensAA) en modo atomizacién con llama (Rios et al.,

2013).

5.2. Cuantificacion de la actividad ATPasa

La actividad de la ATPasa de la membrana plasmatica se cuantificé midiendo el consumo de
ATP determinando la cantidad de fosfato inorgdnico con molibdato de amonio (Pérez-Valle

et al,, 2010).

6. Analisis y deteccion de proteinas

6.1. Obtencion de extractos proteicos

Para la obtencion de extractos proteicos se utilizaron 30 ml de cultivos en fase exponencial
de crecimiento (D.0.600=0,8-1). Las células se recogieron por centrifugacién (900 x g) y se
lavaron con 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 20% frio. A continuacién, se
resuspendieron en 50 pl de la misma solucién y se afiadieron 500 pl de bolitas de vidrio de
0,4-0,6 mm de didmetro (Braun Biotech International). Las células se rompieron en una

Fast-Prep Fp120 (Savant Bio101) con tres ciclos de 16 segundos a una velocidad de 6 m/sy
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a 4°C, con una incubacion de 5 minutos en hielo entre los pulsos de rotura. Posteriormente
se le afiadieron a cada tubo 400 ul de TCA al 5% frio y se agitd en el vortex para lavar las
bolitas de vidrio. Tras esto, se transfirieron los extractos celulares a un tubo nuevo y se
centrifugaron durante 10 minutos (900 x g) a 4°C. El precipitado resultante se resuspendié
en una solucién con SDS al 2% y 0,3 M de Tris Base y se calenté durante 5 minutos a 95°C.
Después las muestras se centrifugaron durante 2 minutos (17000 x g) y se transfirié el
sobrenadante a un tubo limpio. Posteriormente se determiné la cantidad de proteina
mediante el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) usando el reactivo de
BioRad Protein Assay Dye Reagent y se iguald la concentracién de proteinas de las muestras.
Seguidamente se afadid a las muestras el tampdn de carga 2X Laemmli sample buffer (Tris
HCl pH 6,8 50 mM, SDS 1%, B-mercaptoetanol 0,143 M, glicerol al 10% y azul de bromofenol)

y se calentaron de nuevo 5 minutos a 95°C.

Para algunas proteinas especificas, como puede ser Pmp1-GFP o Rgf1-GFP, los extractos se
obtuvieron lavando con 1 ml de agua fria tras la centrifugacion y anadiendo 200 ul de
tampon de extraccion (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tritton-X100 0,1%) con
inhibidores de proteasas (aprotinina 1 ug/ml, leupeptina/pepstatina 1 ug/mly PMSF 1 mM).

El resto de pasos fueron iguales que en el método descrito anteriormente.

6.1.1. Obtencion de extractos proteicos para el andlisis de activacion de
Pmk1 y Styl

En este caso, para evitar la estimulacién por rozamiento y fuerzas de compresién que se
generan durante la centrifugacion (Soto et al., 2007), las células se recogieron mediante
filtracion de 30 ml de cultivo y posterior lavado de los filtros con 1 ml de PBS (Phosphate-
buffered saline; NaCl 1,37 M, KCl 27 mM, NaxHPO4 100 mM, KH,PO4 176 mM) frio. Las
células precipitadas se congelaron con hielo seco y, una vez finalizada la recogida de todas
las muestras, se descongelaron en hielo.

Las células se lisaron afiadiendo 200 pl de tampdn de extraccion (Tris-HClI 50 mM pH 8, NaCl
150 mM, IGEPAL CA-630 0,1%, glicerol 10%, aprotinina 1 ug/ml, leupeptina/ pepstatina 1
pug/mly PMSF 1 mM) junto con bolitas de vidrio y aplicando dos pulsos de 16 segundos a

una velocidad de 5,5 m/s en Fast Prep.
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La purificacion y la deteccidon de Pmk1 y Sty1 totales y activadas se realizé segun el protocolo
descrito (Madrid et al., 2006), con algunas modificaciones.

Se incubd 1 mg de proteina en 200 pl de tampdn de extraccidon durante 90 minutos en
rotacién, en frio y en presencia de 50 ul de bolas de niquel (Ni-NTA His-Bind Resin®,
Novagen®, Millipore). Las cepas utilizadas en estos experimentos llevan versiones de las
quinasas Pmk1 o Styl marcadas con un epitopo HA seguido de 6 histidinas, que tienen
afinidad por el niquel de las bolas, permitiendo la purificaciéon de las quinasas. Tras la
incubacidn, las bolas se lavaron tres veces con 1 ml de Tris-HCl 1M pH 8, se aiiadieron 30 pl

de 2X Laemmli sample buffer y se calentaron de nuevo 5 minutos a 95°C.

6.2. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Los extractos proteicos se cargaron en geles de poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 (BioRad),
donde las proteinas se separaron segun su tamafo mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se emplearon geles de distinto porcentaje de poliacrilamida
en funcién del tamano de la proteina a analizar. La electroforesis se realizé a 100-150 V
durante 1-2 horas utilizando el tampdn de carrera Laemmli (Tris base 3 g/I, glicina 14,4 g/I

y SDS 5%, pH 8,3).

Tras la electroforesis las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF, Inmobilon™.-P, Millipore) para su posterior deteccién con anticuerpos.
La transferencia se llevd a cabo utilizando el sistema Mini Trans Blot (BioRad) con el tampén
de transferencia Tris/Glicina (Tris base 3 g/l, glicina 14,4 g/l y etanol al 10%, pH 8,3) durante
2 horas a 100 V. Para evitar el calentamiento del tampdn se mantuvo la cubeta en un bafio

de agua con hielo durante todo el proceso.

6.3. Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas con las proteinas se bloquearon mediante incubacién durante 1 hora con
una solucién de leche desnatada en polvo (Sveltesse-Nestlé) al 5% disuelta en TBST (Tris-
HCl 0,25% pH 7,6, NaCl 0,9% y Tween-20 al 0,25%). En el caso de los andlisis de activaciéon
de Pmk1 y Styl, para bloquear las membranas y diluir los anticuerpos, a-P42/44 y a-P38

respectivamente, se utilizé una solucién de BSA (Sigma) al 3% en TBST, para evitar posibles
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interferencias de las fosfatasas de la leche con la sefial de fosforilacion de las quinasas. Tras
el bloqueo las membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, diluido
en la misma solucién de bloqueo, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron
las membranas 3 veces durante 10 minutos con TBST para eliminar el anticuerpo que no se
hubiera unido. Después se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente diluido
en la solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, se
realizaron otros 3 lavados de 10 minutos con TBST y se procedié al revelado. Los anticuerpos

utilizados se detallan en la tabla I.

El revelado se llevé a cabo mediante la deteccidn de la actividad peroxidasa (enzima ligada
al anticuerpo secundario) por quimioluminiscencia. Para ello se empled el kit
WesternBright™ ECL (Advansta). Cuando la intensidad de la sefial fue muy fuerte se utilizé
el kit ECL™ Start (GE Healthcare). En ambos casos se siguieron las instrucciones
proporcionadas por la casa comercial. La quimioluminiscencia se detecté en un sistema

Vilber Fusion FX (Vilber GmbH).

Anticuerpo Dilucion Casa comercial
Primarios
ao-GFP monoclonal (JL-8) 1: 3000 BD Living Colors
o -tubulina monoclonal (B-5-1-2) 1:10000 Sigma
a -HA monoclonal (12CAS5) 1:8000 Roche
a-Pmal policlonal 1:10000 Goossens et al., 2000
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (#9211) 1:2000 Cell Signaling Technology

Phospho-P42/44 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
1:2000 Cell Signaling Technology
(#91015)

Secundarios (conjugados con peroxidasa HRP)

o -lgG de raton (#170-6515) 1:10000 BioRad
o -lgG de conejo (RG-96) 1:10000 Sigma
o -GST (#RPN1236) 1:6000 Cytiva

Tabla I. Anticuerpos utilizados en este trabajo.
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6.4. Ensayo de interaccion proteina-lipido

Para comprobar la interaccién de la proteina Pck2 con una serie de lipidos, se expresé y
purificd GST-Pck2 de acuerdo a lo descrito previamente (Encinar del Dedo et al., 2015), con
modificaciones. Se expresd la proteina de fusion a partir del plasmido pGEX-2T-TEV en la
cepa BL21 de Escherichia coli, que se incubd a 28°C durante 16 horas en presencia de IPTG
(Merck). La proteina se purificd con bolas de glutation-Sefarosa 4B (Cytiva) y se cuantifico.
Una fraccion (2,5 ug) de la proteina total se utilizé para interaccionar con los lipidos
presentes en una tira de lipidos de membrana (Echelon), procediendo posteriormente a la
inmunodeteccién con un anticuerpo a-GST conjugado con peroxidasa de la misma forma
gue se describe en apartados anteriores. Para bloquear las tiras y diluir el anticuerpo a-GST

se utilizd una solucidon de BSA al 3% en TBST.

7. Técnicas microscopicas

7.1. Microscopia de campo claro y contraste de fases

La microscopia en campo claro y en contraste de fases se utilizé6 para la observacién
rutinaria de las células presentes en diferentes cultivos liquidos o sélidos. Con este fin se
usaron los microscopios Leica DM RXS con cadmaras Leica (DFC 320 y DFC 350 FX), y Zeiss

Axiophot con camaras de SPOT Imaging Solutions.

7.2. Microscopia de fluorescencia

Para la adquisicidn de imagenes de muestras con fluorescencia se utilizaron los siguientes

microscopios, en funcién del experimento realizado (ver pies de cada figura):

- Microscopio Olympus IX71 (objetivo 100x, apertura numérica 1,40) equipado con un
sistema personal Delta Vision (Applied Precision), con una fuente de iluminacién LED
y una camara digital CoolSnap HQ2 (Photometrics). Las imagenes se adquirieron
utilizando el programa informatico DeltaVision Softworx Resolve3D asociado al
sistema. Tras la adquisicion, las imagenes se procesaron con el programa de

deconvolucién Softworx DV (Applied Precision).
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- Microscopio confocal Spinning-Disk Olympus IX-81 (objetivo 100x, apertura
numérica 1,40) equipado con un médulo confocal CSU-X1 (Yokogawa) y una camara
Evolve (Photometrics). Las imagenes se adquirieron usando el software Metamorph.
Para los experimentos de colocalizacidon se adquirieron series de 3 planos en Z a
intervalos de 0,2 um en la zona media de la célula. Las imagenes mostradas son el
plano medio de cada serie, salvo que se indique lo contrario en la figura.

- Sistema confocal Spinning-Disk Dragonfly (ANDOR) con microscopio Nikon Ti2-E
(objetivo 100x, apertura numérica 1,45) equipado con una camara sCMOS Sona
4.2B-11 (ANDOR) y un modulo SRRF (Super Resolution Radial Fluctuation). Las
imagenes se adquirieron y deconvolucionaron utilizando el programa Fusion

(ANDOR), y se realizé su analisis 3D con el software IMARIS (Bitplane).

En todos los casos se utilizaron los filtros adecuados para dejar pasar la luz de una
determinada longitud de onda, segun los espectros de excitacién-emisidn propios de los

fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas.

A no ser que se indique lo contrario, las imagenes son proyecciones promedio (AVG) de una
serie de 3 planos en Z a intervalos de 0,2 um del plano medio celular. Para el analisis
cuantitativo de las imagenes se utilizaron estas proyecciones. De manera rutinaria las
muestras se recogieron por centrifugacion (1 minuto a 3000 rpm), se dispusieron en un
portaobjetos y se fotografiaron al microscopio. Cuando las imdagenes tuvieron que ser
capturadas a tiempos cortos después de un choque osmoético, las células se fijaron con
lectina en una camara p-Slide VI 0.5 con fondo de vidrio (Ibidi #80607), que fue rellenada
con YES. Posteriormente, se retird el medio YES de los canales, se rellenaron con YES + KCl

y las imagenes se fueron capturando a lo largo del experimento.

En los experimentos de microscopia time-lapse realizados por Q. Chen (Department of
Biological Sciences, University of Toledo, Toledo, OH, United States) se afiadieron 30 pl de
células en fase de crecimiento exponencial a una cdmara Ibidi cubierta previamente con 50

ul de lectina (Sigma, L2380) 50 pg/ml. Tras una incubacion de 12 minutos a temperatura
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ambiente para permitir la unién de las células a la lectina, se afiadieron 2ml de YES con 0,6M

KCI. Este tipo de experimentos se llevaron a cabo en los microscopios confocales.

7.2.1. Fluorescencia directa con proteinas de fusion

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos procedente de
la medusa Aequorea victoria(Chalfie et al., 1994). Esta proteina posee la capacidad de emitir
luz verde cuando se excita con luz de longitud de onda de 488 nm. Ademads, existe una
proteina roja fluorescente (RFP) que procede del coral Dicosoma striata y emite
fluorescencia roja cuando se excita con luz de una longitud de onda de 584 nm. Existen
variantes mejoradas de ambas proteinas. En este trabajo se utilizé la EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein), mas brillante que la GFP original, y la mCherry, mas brillante y estable

gue la RFP original.

Todas estas proteinas mantienen su capacidad de emitir luz cuando se expresan de manera
heterdloga en células eucariotas o procariotas. Por ello se suelen usar como sistema de
deteccion in vivo de la expresidon y localizacion subcelular de proteinas. Para usar esta
técnica se fusiona en fase la secuencia de ADN que codifica la proteina fluorescente con la
del gen de la proteina objeto de estudio. Con esta construccién se transforman las células
de interés que expresaran la proteina de fusion. Esta se puede observar utilizando un

microscopio de fluorescencia.

Para marcar el PI14P en el TGN se utilizaron las sondas mCherry-FAPP1(PH) (Hoya et al., 2017;
Yanguas et al.,, 2019) y GFP-h\FAPP1(PH) (Levine and Munro, 2002). Las sondas GFP-
2xPH(Osh2) (Stefan et al., 2011) y GFP-h\GAP1IP4BP(PH) (Hammond et al., 2009; Moro et
al., 2021), se usaron, respectivamente, para detectar la distribucién de PI4P y PI(4,5)P2 en
la MP. La sonda GFP-LactC2 se utilizé para detectar la PS en la cara interna de la MP (Curto
et al., 2014; T. Yeung et al., 2008). Todas estas sondas, clonadas en pINTH1 bajo el control
del promotor y el terminador de nda2+, se liberaron del plasmido por digestidon con Notl y
se integraron en el locus hph.171 (Fennessy et al., 2014). La sonda mCherry-D4H, utilizada

para detectar la distribucion de esteroles en la membrana (Marek et al., 2020), y GCaMPé6s,
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utilizada para detectar variaciones en la concentracién intracelular de calcio (Poddar et al.,

2021), fueron regalos de S. Martin y Q. Chen, respectivamente.

7.3. Procesamiento y analisis de las imagenes adquiridas

Todas las imagenes se analizaron y cuantificaron utilizando el software ImagelJ (National
Institutes of Health, United States). Para el andlisis tridimensional se utilizo el software

IMARIS (Bitplane).

Para estimar el tamafio de los puntos intracelulares se dibujé una ROl (Region Of Interest)
circular alrededor de cada punto, y se analizd el area. Para estimar la intensidad de
fluorescencia de estructuras intracelulares se definié un umbral especifico y se utilizé la

herramienta de Imagel “Particle Analysis”.

Para determinar la intensidad de fluorescencia de proteinas asociadas a la membrana
plasmatica, se realizaron line-scans dibujando una linea transversal a la superficie celulary
se analizé la intensidad de fluorescencia mdaxima a lo largo de dicha linea. Se analizd

especificamente la fluorescencia maxima para evitar el ruido de la seiial del fondo.

Para determinar la distribucidn de Pck2 en los polos de las diferentes cepas por analisis line-
scan, se estimé la intensidad de fluorescencia dibujando una linea de 10 um a lo largo de
los polos y analizando la media y la desviacién estandar de los valores relativos de
intensidad de fluorescencia en cada punto de la linea. Estos valores se normalizaron con
respecto al valor maximo y se representaron graficamente. Para cada experimento se
analizaron un minimo de 20 polos. Para contar células se utilizd el plug-in de Imagel

(National Institutes of Health) Cell Counter.

Para estimar el porcentaje de células en las que Pck2-GFP se relocalizaba en la superficie
celular después del choque osmdtico, contamos las células con sefial de fluorescencia en
ese punto temporal. Observamos que, después del choque, algunas células presentaban
fluorescencia en los laterales de la célula en vez de en los polos. Contabilizamos aquellas

células que mostraban sefial en los polos y/o en los laterales de la célula, y no
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contabilizamos aquellas que mostraban sefial en el ecuador celular y el septo, como se

explica en la Figura 42.

Contabilizadas como proteina relocalizada NO contabilizadas
Polo Polo
Lateral
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Figura 42. Criterio seguido para contabilizar células positivas en la relocalizacion de las proteinas tras el
choque osmadtico. (A) Dibujo que muestra diferentes zonas de la célula. Para células que expresan Rgfl-
GFP, Pck2-GFP o Mkh1-GFP, consideramos a la proteina como relocalizada tras el choque osmético cuando
la fluorescencia se observo en los polos celulares o los laterales de la célula, pero no cuando se observo en
el ecuador celular (definido por la posicién del nucleo; célula de la izquierda). En el caso de células en
proceso de citocinesis, consideramos el ecuador celular como la zona comprendida entre la posicién de los
nucleos, incluida la zona del septo (célula de la derecha). El color verde representa las zonas de la célula
donde la presencia de proteina se contabilizd6 como relocalizada, y el color rojo representa las zonas de la
célula donde la proteina no se contabilizd. Una célula se contabilizé como positiva siempre que mostrase
fluorescencia en cualquiera de las zonas representadas en verde, aunque también presentara
fluorescencia en zonas en rojo. (B) Ejemplos de células con proteina que se considero relocalizada (flechas
verdes) o no relocalizada (flechas rojas).

Para los analisis de colocalizacién se utilizaron imdagenes de 16-bits de dos canales
diferentes capturadas con el microscopio confocal Spinning Disk. En estos experimentos se
analizé la coincidencia de las particulas de un canal con las del otro en un Unico plano, para

lo cual se utilizé el programa Imagel.

8. Analisis estadistico de los resultados

Todos los datos sujetos a cuantificacién son los resultados de un minimo de tres
experimentos, a no ser que se especifique lo contrario. Los datos se analizaron inicialmente
en Excel (Microsoft) y posteriormente se visualizaron, se analizaron estadisticamente y se

representaron graficamente en GraphPad Prism.
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Para los datos de microscopia, se analizaron un minimo de 120 células/particulas
procedentes de tres imagenes de experimentos diferentes. El test estadistico usado en cada

analisis se especifica en el pie de figura correspondiente.

Para calcular los niveles de activacién de CIP en una muestra, se cuantific6 mediante Image)
la intensidad de las bandas obtenidas por western blot para Pmk1 fosforilada (p42/44) y
Pmk1 total (HA). Se calculé la proporcidn entre la intensidad de la banda de p42/44 y la de
HA, y se representaron la media, desviacién estdndar y significancia estadistica de las

diferencias en graficos de barras debajo de las imagenes de los western blots en cada figura.

9. Bases de datos y programas bioinformaticos utilizados

Para la obtencién de las secuencias de los diferentes genes y proteinas, asi como para el
analisis informatico de sus secuencias se utilizaron los siguientes programas y bases de
datos: SGD (base de datos de S. cerevisiae), PomBase (base de datos de S. pombe), BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool, programa de alineamiento de secuencias vy
busqueda/comparaciéon con las proteinas y genes depositados en las bases de datos)
ClustalW (programa de alineamiento multiple de secuencias de ADN y proteinas), ELM
(Eukaryotic Linear Motif, programa de prediccién de motivos en proteinas), Chromas
(programa para la visualizacién de secuencias de ADN procedentes de secuenciaciéon), ApE

(programa para analizar secuencias de ADN y hacer mapas de restriccion).
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Anexo l. Figuras
A
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B Nombre Producto
Spbc887.02 Canal de cloro CIC
Msy1 Canal mecanosensor de calcio
Fex1 Canal de eflujo de cloruro de membrana plasmatica
Spac977.14c Aldo/ceto reductasa, regulador predicho de canales de calcio
Por1 Canal selectivo de aniones dependiente de voltaje de la membrana externa de la mitocondria

Spbc32f12.12¢ Proteina de la membrana del Golgi relacionada con el transporte mediado por vesiculas
Spbpb10c8.04c Trasportador transmembrana

Spbpb10d8.05¢ Trasportador transmembrana

Spbpb10d8.06¢c Trasportador transmembrana

Spac24h6.13 Canal de cationes permeable a calcio regulado por estrés

Rsn1 Transportador transmembrana de iones de calcio de la membrana plasmatica
Spac6f6.04c Trasportador transmembrana
Spac977.17 Trasportador transmembrana de membrana plasmatica de la familia de las acuaporinas

Anexo I-1. Crecimiento en KCl de mutantes nulos de genes anotados como transportadores o canales
ionicos. (A) Las cepas indicadas se sembraron en YES y YES con KCl 1 M y se incubaron a 32°C durante
3 dias. (B) Prediccion de la proteina de los genes delecionados en las cepas analizadas en (A), tal y como
se indica en la PomBase (https://www.pombase.org/).

Wsc1-GFP Mti2-GFP

YES + KCI YES + KClI

WT

cfr1iA

Anexo I-2. Localizacion de Wscl y MIt2. Células de las cepas WT y cfr1A expresando Wsc1-GFP o MIt2-
GFP se incubaron en YES y YES con KCI 0,6 M durante 15 minutos y se fotografiaron en un microscopio
confocal Dragonfly. Barra de escala, 10 um.
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Anexo I-3. Andlisis de la localizacion de Pmk1 en ausencia del exdmero. (A) Imagenes de células WTy
bch1A que expresaban Pmk1-GFP y se incubaron en KCI 0,6 M durante el tiempo indicado (minutos).
Las imagenes se capturaron en un sistema DeltaVision. (B) Panel superior, porcentaje de células con
Pmk1-GFP en la zona del septo a los tiempos indicados de incubacién con KCI 0,6 M. Panel inferior,
intensidad de fluorescencia de Pmk1-GFP en la zona del septo en las células mencionadas (u.a.,
unidades arbitrarias). Los experimentos se realizaron por triplicado y los valores corresponden a la
media, desviacion estandar y significancia estadistica de las diferencias, determinada por el test de
comparaciones multiples de Sidék (panel superior) y de Tukey (panel inferior). ns, no significativo; ***,
p<0,001. (C) Western blot de extractos celulares de las cepas WT y bch1A que expresaban Pmk1-GFP y
que fueron tratadas con KCI 0,6 M durante los tiempos indicados (minutos). Las membranas se trataron
con anticuerpos anti-GFP y anti-tubulina (Tub, control de carga). Barra de escala, 10 um.

Tkkk

4,0

3,0

2,0

L] 1 L] L] T
WT Pact1-its3+ Pact1-stt4+ Pact1-its3+ Pact1-pik1+
Pact1-stt4+

Anchura del ecuador celular (um)

Anexo I-4. Analisis del tamaiio de las células de cepas que sobreexpresan diferentes genes. Imagenes
de células de la cepa WT y de diferentes cepas que expresan los genes indicados bajo el control del
promotor act1+ (P.act1), incubadas en medio YES. Barra de escala, 10 um. El grafico de violin representa
la distribucidn de los datos obtenidos para la anchura del ecuador celular. Se muestran la media, la
desviacion estandar y la significancia estadistica de las diferencias con respecto al control (WT),
determinada mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. ns, no significativo; **, p<0,01;
**x* p<0.0001.
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ESTIRPE GENOTIPO PROCEDENCIA
HVP30 leu1-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Colecciéon HVM
HVP117 leu1-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Colecciéon HVM
HVP241 cfri::his3+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Coleccion HVM
HVP264 cfrl::his3+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h- Coleccion HVM
HVP1443 | pmk1/spm1::LEU2 leul-32 ura4A18 h- J.A. Cooper
HVP1733 | pmk1-HA6His::ura4+ ura4-A18 leul-32 ade6 h+ M. Gacto
HVP1734 | pmk1::urad4 pmk1-GFP:leul+ h- M. Gacto
HVP2034 | leul+ his3+ ur4+ ade6+ h- Coleccién HVYM
HVP2092 | apml::ura4 leul-32 h- T. Kuno
HVP2356 | bchl1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Coleccién HVYM
HVP2357 | bch1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Colecciéon HVM
HVP2871 | bch1::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Colecciéon HVM
HVP3202 | pmk1-HA6His::urad+ pmpl::KANMX6 leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h? Coleccion HVM
HVP3233 | pmk1-HA6His::urad+ pmpl::KANMX6 cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Coleccion HVM
HVP3348 | bchl::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Colecciéon HVM
HVP3621 | mtl2-GFP:ura4+ leul-32 his3-A1 ade6 h- Y. Sanchez
HVP3622 | wscl-GFP:ura4 mti2::KANMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Y. Sanchez
HVP3642 | wscl-GFP:ura4+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Colecciéon HVM
HVP3701 | apm3::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Bioneer
HVP3718 | pmk1-HAG6His::ura4+ leul-32 his3D1 ura4-A18 ade6 h+ Coleccion HVM
HVP3797 | pmk1-HAG6His::ura4+ cfri::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Coleccion HVM
HVP3953 | HPHMX6 h- (hph.171k) I. Hagan/ YGRC
HVP3954 | gga21::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Colecciéon HVM
HVP3956 | gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Colecciéon HVM
HVP3958 | tupll:urad+ tupl2::ura4+ cta3::urad+ leul-32 ura4-A18 ade6 h- S. Whitehall
HVP3994 | gga2l1::KANMX6 gga22::KANMX6 his3-A1 h- Colecciéon HVM
HVP3997 | its3-1leul-32 ura4-A18 h- P. Pérez
HVP4036 | its3-1 cfrl::his3+leul-32 his3? ura4-A18 ade6? h+ Colecciéon HVM
HVP4068 | HPHMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Colecciéon HVM
HVP4069 | cchl::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P. Pérez
HVP4070 | ura4:pKK2+PCDRE-GFP his3-A1 h+ D Hirata/P. Pérez
HVP4100 | ura4:pKK2+PCDRE-GFP cfrl::his3+leul? his3-A1 ura4? ade6? h? Colecciéon HVM
HVP4106 | Pnda2:GFP-PH(GAP1):Tnda2:NATMXG6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Coleccion HVM
HVP4174 | yam8::urad4+ leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Y. Sanchez
HVP4176 | yam8:.urad+ cfrl::his3 leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h? Coleccién HVM
HVP4178 | cchl::KAN cfrl::his3 leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h? Coleccién HVM
HVP4182 | ade6:mCherry-Psyl nmt:cta3-YFP-Flag-6HIS T. Nakamura/YGRC
HVP4243 | Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6? h+ Coleccién HVM
HVP4493 | Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT cfrl::his3+ leul-32 his3?ura4-A18 ade6? h+ Coleccién HVM
HVP4509 | ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ P. Pérez
HVP4534 | Pnda2:GFP-PH(GAP1):Tnda2:NATMXG6 cfrl::his3+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6? h? Colecciéon HVM
HVP4600 | mtl2-GFP:ura4+ cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Colecciéon HVM
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HVP4601 | wscl-GFP:ura4+ cfrl::his3 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Colecciéon HVM
HVP4729 | rgfl::his3+ rgf1-GFP:leul+ his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Y. Sanchez
HVP4754 | rgfl::his3+ rgf1-GFP:leul+ bch1::NATMX6 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Coleccion HVM
HVP4799 | pmk1-HAG6His::ura4+ apml::ura4+ leul-32 his3-Al ura4-A18 ade6? h? Coleccion HVM
HVP4846 | trk2::ura4+ cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4853 | pmrl::ura4+leul-32 h- J.C. Ribas
HVP4854 | trk2::urad+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVPA4855 It?L_lpll::ura4+ tupl2::ura4+ cta3::urad+ bch1::NAT leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 Este trabajo
HVP4872 | cta3::urad4+leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4874 | cta3::urad+ cfrl:. his3+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4875 | pmrl::ura4+ cfrl::his3+ leul-32 his3-A1? ura4-A18? ade6? h? Este trabajo
HVP4947 | pmk1::ura4 pmk1-GFP:leul+ bch1::NATMXG6 h- Coleccion HVM
HVP5131 pkd2-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP5133 | pkd2-GFP:KAN cfrl::his3 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5161 | bch1::KAN leul+ his3+ urd+ ade6+ h- Este trabajo
HVP5172 | pck2-GFP:NATMX6 leul-32 ura4-A18 h+ P. Perez
HVP5173 | GFP-rho2:KANMX6 leul-32 ura4-A18 h+ P. Perez
HVP5174 | rho2::NATMX6 leul-32 ura4-A18 h+ P. Perez
HVP5175 | pck2::KANMX®6 leul-32 ura4-A18 h+ P. Perez
HVP5176 | rgfl::NATMX6 leul-32 ura4-A18 h+ Y. Sanchez
HVP5177 | pekl::ura4+ his3D1 ura4-A18 ade6 h+ Y. Sanchez
HVP5181 | mkh1::ura4+ ura4-A18 ade6h+ Y. Sanchez
HVP5190 pmk1-HA6His::urad+ gga21::KANMX6 gga22::KANMX6 leul-32 his3-A1? ura4-A18 Este trabajo
ade6 h?
HVP5196 | pck2-GFP:NATMX6 bch1::KANMX6 leul-32 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5197 | GFP-rho2:KANMX6 bch1::KANMX6 leul-32 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5208 | cta3-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5209 | cta3-GFP:KAN bch1::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP5241 | nhx1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP5249 | nhx1::KAN cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5362 | trk1::NAT trk2::ura4+leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5364 | nhx1::KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP5365 ng;d::zl- cfrl::his3+ Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ leul-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
HVP5372 | trk1::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5374 | trk1::NAT cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5376 | trk1::NAT trk2::ura4+ cfri::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5377 | osr2::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P. Perez
HVP5378 | khal::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P. Perez
HVP5380 | 0sr2::KAN cfrl::his3+ leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5382 | khal::KAN cfrl::his3+ leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5387 ;ia3-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FAPP1:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6? Este trabajo
HVP5389 Ztla;;zl;F;fﬁy Pnda2:mCherry-FAPP1:Tnda2:NAT bch1::NAT leul-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
HVP5397 | pmcl::urad+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6? h+ J.C. Ribas
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pkd2-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ leu1-32 his3-A1? ura4-A18 ade6

HVP5398 h- Este trabajo
HVP5399 pkd2-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ cfrl::his3+ leul-32 his3? Este trabajo

ura4-A18 ade6 h-
HVP5400 | cta3-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP5401 ZZG:;ZI;:I;,?N Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul+ bch1::NAT leul-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
HVP5404 pkd2-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FAPP1:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1? ura4-A18 Este trabajo

ade6? h-
HVP5405 ZIEZZ(;de/G’?K;,A’LN Pnda2:mCherry-FAPP1:Tnda2:NAT cfrl::his3+ leul-32 his3? ura4- Este trabajo
HVP5425 | pmcl::urad+ cfrl::his3+ leul-32 his3-A1? ura4-A18 ade6? h+ Este trabajo
HVP5426 | erg5::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P. Perez
HVP5427 | erg28::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P. Perez
HVP5432 | trp1322::ura4+ leul-32 his3-A1 h+ Q. Chen
HVP5433 | trp663::kanMX6 leul-32 ura4-A18 his3-A1 h? Q. Chen
HVP5434 | KanMX6-P81nmt1-pkd2 (pkd2-81KD) leul-32 ura4-A18 his3-A1 h- Q. Chen
HVP5436 | HPH:GFP-trkl leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5437 | HPH:GFP-trk1 cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5446 | erg5::KAN bch1::NAT leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5447 | erg28::KAN bch1::NAT leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5448 | trp663::kanMX6 bch1::NAT leul-32 ura4-A18 his3-A1 Este trabajo
HVP5449 | trp1322::ura4+ bchl1::NAT leul-32 his3-A1 h+ h+ Este trabajo
HVP5453 | pkd2-81KD bch1::NAT leul-32 ura4-A18 his3-A1 h- Este trabajo
HVP5506 | mkh1-GFP:KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h- J. Cansado
HVP5507 | pek1-GFP:KANMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ J. Cansado
HVP5508 | pmpl-GFP:KANMXG6 leul-32 ura4-A18 ade6 h? J. Cansado
HVP 5515 | mkh1-GFP:KANMX6 bch1:: NATMX6 leul-32 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5516 | pmpl-GFP:KANMX6 bch1::KANMX6 leul-32 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5519 | its3-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5520 | its3-GFP:KAN cfrl::his3+ leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5533 | HPHMXG6 Pcta3:pkd2-GFP:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5534 | HPHMXG6 Pcta3:pkd2-GFP:NATcfr1::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5550 | cta3-GFP:KAN Pactl+:mCherry:D4H:Tactl leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5551 Zf:;i{-‘P:KAN Pact1+:mCherry:D4H:Tactl bch1::NAT leu1-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
HVP5599 | pmk1-HAG6His::urad4+ bch1::KANMX6 leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5600 pmk1-HA6His::ura4+ HPHMX6:Pact1+:pek1DD:NATMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo

ade6? h+

1- is:: + : 1+:pek1DD: 1: 1-32
HVP5601 i;:;(_A ;—Iﬁf{;—lé; j;a:delf-;/gZIl/IX6 Pactl+:pek NATMX6 bch1::KANMX6 leul-3 Este trabajo
HVP5604 | HPHMX6:Pactl+:pek1DD:NATMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5687 Zggsl\;/)l),(,i.Pact1+.peleD.NATMX6 pck2-GFP:NATMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
: +: : i -GFP: -

HVP5742 Il;lil;’;I_I\A/I;(iZZL:tAllgp:;:g?Dhl;\)lATMX6 bch1::KANMX6 pck2-GFP:NATMX6 leul-32 Este trabajo
HVP5754 | pmk1-HA6His::ura4+HPHMX6: Pactl+:its3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
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pmk1-HA6His::ura4+HPHMXG6: Pact1+:its3+ cfr1::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18

HVP5756 ade6 h? Este trabajo
HVP5758 | pmk1-HA6His::ura4+ ppb1::NATMX6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5759 | pmk1-HA6His::ura4+ ppb1::NATMXG6 cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5766 | rgfl::his3+ rgf1-GFP:leul+ his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Y. Sanchez

HVP5786 | pmk1-HA6His::ura4+ ent3::KANMXG6 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5787 | pmk1-HAG6His::ura4+ ent3::KANMXG6 cfrl::his3+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5820 pck2-GFP:NATMX6 gga21::KANMX6 gga22::KANMX6 leul-32 his3? ura4-A18 Este trabajo

ade6? h?

HVP5823 | apml::ura4+ Pck2-GFP:NATMX6 leul-32 his3? ura4-A18 h? Este trabajo
HVP5833 GFP-GAP1:NATMXG6 rho2::NATMX6 mCherry-rho2:leul+ bch1::KANMXG6 leu1-32 Este trabajo

his3-A1? ura4-A18 ade6? h+
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Anexo lll. Secuencias utilizadas para construir cepas bajo la
expresion de genes no nativos

P.cta3-pkd2-GFP-T.nmt1

ACCTTCGTAATACTTATTAGCGTAAGGAGGATCGGCATATGAAAATTGCAAAAGTATACGTAAACAATTAACACTGCAA
ATGACTAAGCCTCAATCTTGGCAAACGTTTCAACGTTCAGGTTGCCTCTTGGATTTCATTCCTTGGTTAGTTTCTCTCAAA
ATTTCTCGGTTTTTTTGACATTTTTTTTTCACTCTGAGTATTCTTCTCCTCTGTCATGGAAATCCACACTTCTTCTTCTTTAA
CCGAATAATCTTAAATGCTAAATCGTCCTCTCATCTTCGCTTCCCTTGAATAACAACACTCCGCCATTCGTCATTTGTTACT
CCGCTTGATAATGTCAGCTACTATGATTTACGTAATTTTATAGTTAAATTCCCCAGGCAAGCTTTGCTGCTTATTGTATCT
CTAGCCAATGTATGTTGAGGAAATCAATGTCGGAGTCATTGCAATCCGACACTCTGATATCGTTTTTCTTCCAAGCCGTA
TATATACTGCTGCTATTCCTCTCACTTTTCTCTATATAAAATATTCTTTAACTAAAAAGTAGTAACTCGTCCTTTTTTTTTGA
ACATTTACTACCTGCTACCTGATCTGAGCTAAAGATCTGATAGCCCCTTGACGAAGATAACATTACGAGCTTCGGTTTAC
CGTGTTAAGTAAATTAAGCTCCCCTGATTATACTTTAATTATCACTCATTTTTCAAATTCTCTCGATCCCCTCCATTTTAGT
TTAACTCTTTTTTTCCCTCTTCAAAATTCCCCTTTTCGTTAATACACCTTCTTGCGGTCTTTTCTTTTTCCGTCCTGTGTTTAT
TTGTTTATTTGCCTTTCCACTTTTTGTGTTTTGCTAGATCTCTGTATTTGGATTTGCGTAGTACGCAATTAAGTGAGCTCG
AGTTTAATTTTAAAATAATACGTTAATTCCCCAAAAGGATCTCATTTGATCTGATCTGATCTGCTGTCCCTTGTTGATCCT
TGACTTTGCGTTTGGTTTTTGAAAACCCACAGCACAATTTGGTATTTTCTTTCTTTCTTTACCTTTTCGCATTCTAATTATTA
TTTCATTACACTCCCTACGCCTCTATAATTTCTGTTTACTGAGCGTGCGTGTGAGAATATTTGTGTGTGACCTTGTTTACA
TCATCTACACGATTTATTTACTAATTTCGCTTCCAATCTTCTCTGCTATTTTTAGGTCAAGCATCGTTCCATTAATTGTTTAT
ATACATCTTTGAGCAATTTATTTTTAAAACAAAAAGTATTCCTCTAACTATTCCTATTTCCTCCTTCTCCTCACTACCGCTTT
TTTACTTTTATATTCAGACATAAACCTTTTCCTTCCTACATTTCTTTTGGAAAACAAAACCAGTTGCTTTTTTGATTTTACTT
ATATTTCTCCCCTTCTACTCATCCCGATATATTCTTACTTCCTTGATTCAATCTCAAATATTGTTCAATGATGAGGCTTTGG
AGAAGCCCACTTTTACTCTTAGTTGTGGTCGTCGAGCTATTTTCATGGGCTGATGCTTTAACCAGATTCATTTCCGCCGA
CTCTCTGTCCACATGTATGACTGATTCACAGTTATCAGCAAGTAAGCTCTATGCCTCGTATTTTCCGGACAATCAATCTGT
TGCCTTTGATATCTCGATACAATCTCTTGTTTCTACGAATGTCAGTATAGACGTCGACATTAGTGCATACGGAATCGAAA
TAAAGAAGGTGATAGATCCTTGCGATATGGAAATTTCTGGCTTCTGTCCAATGCAGACTGGAAATATTGCTTTATCTGG
TAGTCATACTTTAACCGGAGAGGCTCTTTCTATTCTTGATAGTATTCCCTCCATTGCATACACAGTTCCGGATTTAGATGC
TGTTGTGACTATTAATATTTATGAATCAGATACAAACACACAATTAGCTTGTGTTCGTACTACAGTGCAAAATGGTCGTT
CTGTTTACCACAGAGCTGTTTACTGGGTTATGTGTATGGTAATCGGTATCCCACTTTTAATTTTCTTACTGATATCCCCTG
TTCTTCAAACACCCGCACTTTGGGAAATCGTTGAAACGATGATTACCTTATTTCAGTTTGCTCAAATCCAGGCTTTGTATT
CCATGATGGCTACTTCTCTTCCTGCTATCATTTACAGTTGGGGCCGTAATTTCATGTGGTCGATGGGTATTATCAGGATT
GGCTTCATGCAAGATGTTTTTACATGGTACGTTAAATCAACTGGCGGCACGCCATCTACTCTTGTAGATTTGGGTATACA
TGCTAATGTCGCCCTCGCAAAACGTGGTATTGATTTGGGCTCTCTCGCCAAGCGTGCAACTACTACTGTCACCACTAGCA
CAAGTGATTCTATTACCCTGAGGGGAATCAAGCGTATTTCATATATGATGGGGATTGAAACGACGAATTTCTTTGCTAC
TGGGTTTTCCTTTTTTATTATATTGTTGTTCTTTTCATTACTAGTTGCTATGGCTTCTAGATTTATTGTTGAAATGGTGCTC
CTTGCATCCAGAAATCAAGCTTTGAAAAAGCAACGTATCCGTCTTTATTGGAAATCTATATCCAAAGGATTTTTCTATCG
TGTGATTTTTGTCGGATTCACTCAAATGAGTGTTTTGTCCATGTGGGAAATCTATACTCGTGATTCTTCCGCTTTGGCATT
TTTATCAATGTACGTGATTGTGGACATGGCAGTTTTGCTCTGCTATGCATTTGTGCGGACAATTCAAATTATCCGCAAAA
CAGGACCTTATTCCCATCCTGACGTCTTGTACAACCTATATTCTGACACTCAACACTTGATGCGTTGGGGCTTTATGTAC
GTGCAATTAGACGTCCGTTTCTTTTACTTTACTTTCCCACTGTTGCTTATAACCTTGGTACGCTCAATGTTCATCGGTTTTG
GTCAGGGCTCACCCAAAGTCCAGGGCTGTGCCATGTTTGGTATTAGCGTTGTCGTTTTTGCTCTTATGGTGATTCTCCGA
CCTTATGCCACTAAACACATGAATACTTTGCATATCGGTGTTGCTTTAATGAATTTGATAAGTGGTTCTTTTATTTTAGTG
ATGTGTCAAGCTTTTTATGTGGAGGAATTAGCTCGTCAAGTTATTGGCATTATATTTTTTGCATTGAACGCTATTACAAT
GCTTCTTTTGATCCTGGGTATATTTATACGTACACTTATCGTCCTGTTCCGTAAATCAGGACATGGTACTTATTACCGTAT
CCTCGATGACCAAAGCGAGAAGGCTACCTCGTATAACAAATCTATTAAGGATATGAGCTCTTCCGACATGGCCTTCTCT
GATCCGGCTTACTCTGGAACTACGTTGAGAAGCTCCGTTGACCTTAATACACCAGAATATCCGTTTTCGAATCGTAATGA
TTCAGACAGTACGTTCACAAATAACAAATATGTTTCCCCTTGGGACGCTATCGAAGAAGCTTCGTATGCCAACCTTCGTG
GAAATACTGACGTCGAACAACCATTTATGGAATCAGATTATACCCGCATCTCTGAAAATAATAACAACGCTGAACGTCG
ACGCAAACCATTACCTAACAATGCTTTTCGTAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAA
TTAGATGGTGATGTTAATGGGCAAAAATTCTCTGTCAGGGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTA
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CCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGGAAGCTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTACAA
TGCTTCTCAAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTCTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGA
AAGAACTATATTTTACAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGTGATACCCTTGTTA
ATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAAATGGAATACAACTATAA
CTCACATAATGTATACATCATGGGAGACAAACCAAAGAATGGCATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTA
AAGATGGAAGCGTTCAATTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACA
ACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCCCAAGATCCCCACGGAAAGAGAGATCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGT
TACATCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTTAA

En rojo oscuro se representa la region 5’-UTR del gen cta3+, que se usa como promotor. En negro se
representa la ORF del gen pkd2+. En verde se representa la secuencia de la GFP. El fragmento de ADN con

estas secuencias se clond entre el promotor y el terminado de nda2+ en el plasmido pINTH1

P.act1-pek1-5234D,T238D -T.nda2

AAAACCTTCTCTGCCTGTAAGTGATCGAGTATTCCCAAATCTTGGTGCATGGAATCCTAGCGAAGGACCGGGACCTTGT
GCATCACCTTGCTTTTATATTGCACTAATATGTCAATTTGTAGCTGTTGGAGGATTGCTCTATCACTATCGTAAAAGTCA
GCTTGCTCTTTAGTGTTTGATCTACGATAATGAGACGGTGTTTGGGTTGTTTTTACTGAATTTTTCTTTTATTTTATGACAT
CTTAATTTTTATGTTAATGATTATTCTTATACTTTTATCTATCTTTGATTAAAACTAATATTCATTCTTTTGATCACTAATTA
TTTTTATAGTATACGATTCAACCCAACTATAATACATTGTATCAAGAGAAATTTTTAATTAGATGTAATTTAATAGCCATT
TGATAAAAAAAAATTACCTTTTTTTTTGCTAGTGTTAAATTATTGATCATAACAATGTCGAATGAATACTAATAAAATAG
GGACACGCGAGTTGCAAATACTTGAAATACCTTTGAAGATTTGTCTGTGAATTTTGATAAGATTTTTATGACCATCTCTT
TTATATTCGATATCGTGAACTTTCATTTTCTTTTGTTTTTTGCTTTTCAAGTTAAATAACGCGGAAATTATATTTCCTTATAT
GTTTATAAGAGCTTTTAAAGGATTTGCTATATCGCTTACAGTACTACAACCGGTTGCTCAATGTTATCCGTTTCCGCGGT
CTTCTTCCGTGCGCATTCTGCCGTGAAGTGCTAACGCTGTGTGTGGCTTTATCAAAAAAGTGGCTCAAATATAGCAATTT
CATACATATTTAAACACCCATTATACTTAAATGTATATTTTAAAATATATAAGAGATTTTCACTGTATAACTGTGTATCTT
ATCTATATGTAATCAACGGCTTCATACCACCTCAGCCAGCCGTGTTATAACTTACCGTTTACCAACTACATTTTTTGTAAC
GAACCAAAAAACCCTCAAAAGACAAGACCATGTCCAAAAAACCTGTCTTGAACTTAGATACCAGTAATGGGTTCTCTGA
AGAATATATAAGTCATCCTGAACGTAATGACAATCAAGGAATTGTCGAGATTACAGACCTGGTGTTTTCTAGCGAGTCG
AAATTAACTCAGCGAAAGGAGAGCCGGGATAGTAAAACATTTGTTCCTTCCTTTCTGGAAGAACTTGATGATGATCACC
TACATGAATTGGTTACAAATGGAGGTATTTTGTACATGAACAGTCTAGGTGAAGGTGTTAGTGGCTCTGTAAGGAAAT
GCAGAATTCGTGGGACTCAGATGATTTTCGCTATGAAAACTGTATTAGCTGCTCCGAATACCGCTTTACAAAAGCAACT
CCTTCGAGAGTTAAAAATCAACAGAAGTTGTACCTCTCCTTACATCGTTAAATATTATGGCGCTTGCTACAATAACGCAG
AGTGTCAGTTAAACATAGCTATGGAATATTGCGGAGCAGGATCTCTCGACGCGATATACAAACGEGTACGCAGTCAAG
GTGGACGCACTGGAGAACGACCATTGGGCAAGATTGCATTCGGTGTCCTTAGCGGTTTAAGCTATTTACATGACAGGA
AAATAATACACCGTGATATTAAGCCATCAAATATCCTTCTGACGTCAAAAGGTCAAGTGAAGTTATGCGATTTTGGTGT
ATCTGGAGAATTGGTTAACGATCTCGCTGGCGATTTCACTGGAACTTCGTATTACATGGCGCCTGAACGAATTTCTGGG
GGATCTTATACTATATCGTCAGATATATGGTCTTTGGGTTTAACATTGATGGAGGTCGCATTAAACCGGTTTCCATTCCC
TCCCGAGGGTAGCCCCCCACCAATGCCTATTGAATTGCTCTCGTATATAATAAATATGCCACCTCCCCTTTTACCTCAAG
AACCCGGTATTAAATGGTCGAAATCCTTTCAACATTTTCTATGCGTGTGTCTGGATAAAGACAAAACTCGTCGTCCTGGA
CCCCAAAAAATGCTTACCCATCCTTGGGTTAAAGCGTTTGAGAGAATTCATGTGGACATGGAAGAGTTCCTTCGTCAAG
TCTGGTCTGATTAG

En rojo oscuro se representa la region 5’-UTR del gen act1+, utilizada como promotor. En negro se representa
el fragmento sintético de DNA (comprado a IDT) de la ORF de pekl1+ con las mutaciones S234D y T238D

(subrayado en azul). Este fragmento incluye una mutacion silenciosa para eliminar un sitio de restriccion Mlul

(subrayado en naranja). El fragmento de ADN con estas secuencias se clond entre el promotory el terminado

de nda2+ en el plasmido pINTH1.
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GCTTATGGACTATTCGCAATAATGGAACTGGGTTTCAGAAGTTTTTGGCTTGGTAAATTCGGGATTGCTCCTTTCCCATA
CAGAAAGCGATAATTTTATCCATTTACTGCCATTAGTGCGAATTATTGGAGAATGTGCCGGACAATTCGGTGAACTCCG
GTGACTTTATATATCTAGGGAAGAAACTGGTAGAAACAACACTTCGCTGGTATCAAGTGGATCTGTTTAGCTTGCCTCG
TCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGG
GCATGATGTGACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCG
CACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAA
TTGTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTT
TTAAAATCTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAAAAGCCTGAACTCACCGCG
ACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCT
CGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGAT
CGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCC
TGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCA
GCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGC
AAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGT
GATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGT
CCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTG
GAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGA
GCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCA
TTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACG
CAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
TGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAATCAGTACTGAC
AATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTTTTTATATTGTAGTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTA
GCGTGATTTATATTTTTTTTCGCCTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTC
AATCGTATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCCAGCATGCAAAACCTTCTCTGC
CTGTAAGTGATCGAGTATTCCCAAATCTTGGTGCATGGAATCCTAGCGAAGGACCGGGACCTTGTGCATCACCTTGCTT
TTATATTGCACTAATATGTCAATTTGTAGCTGTTGGAGGATTGCTCTATCACTATCGTAAAAGTCAGCTTGCTCTTTAGT
GTTTGATCTACGATAATGAGACGGTGTTTGGGTTGTTTTTACTGAATTTTTCTTTTATTTTATGACATCTTAATTTTTATGT
TAATGATTATTCTTATACTTTTATCTATCTTTGATTAAAACTAATATTCATTCTTTTGATCACTAATTATTTTTATAGTATAC
GATTCAACCCAACTATAATACATTGTATCAAGAGAAATTTTTAATTAGATGTAATTTAATAGCCATTTGATAAAAAAAAA
TTACCTTTTTTTTTGCTAGTGTTAAATTATTGATCATAACAATGTCGAATGAATACTAATAAAATAGGGACACGCGAGTT
GCAAATACTTGAAATACCTTTGAAGATTTGTCTGTGAATTTTGATAAGATTTTTATGACCATCTCTTTTATATTCGATATC
GTGAACTTTCATTTTCTTTTGTTTTTTGCTTTTCAAGTTAAATAACGCGGAAATTATATTTCCTTATATGTTTATAAGAGCT
TTTAAAGGATTTGCTATATCGCTTACAGTACTACAACCGGTTGCTCAATGTTATCCGTTTCCGCGGTCTTCTTCCGTGCGC
ATTCTGCCGTGAAGTGCTAACGCTGTGTGTGGCTTTATCAAAAAAGTGGCTCAAATATAGCAATTTCATACATATTTAAA
CACCCATTATACTTAAATGTATATTTTAAAATATATAAGAGATTTTCACTGTATAACTGTGTATCTTATCTATATGTAATC
AACGGCTTCATACCACCTCAGCCAGCCGTGTTATAACTTACCGTTTACCAACTACATTTTTTGTAACGAACCAAAAAACC
CTCAAAAGACAAGACCGGGCCCATGAAAATTGATTCAAACGGCATAGTGAATCCGCATTCTATAACGAACGAAATCCC
TTCGTATGATGAAAAGCAGGCTGTCGATTTGAATGGGAATGCTTTTGCTCCAAATGGTACGTTTCAAAAAAAGGATTTG
ATATCCCATAAAAACGATTTCGAACGTACGATGCGCCACGATGTTCTTCATACCAACCCCAAAATCGAAGTTCGGTCGG
AGAC

En azul se representa las secuencias de las regiones del gen its3+ que se usaron para dirigir la integracion de
la construccion en su locus; corresponden a secuencias 5’-UTR y al inicio de la ORF de este gen. En negro se
representa la secuencia del gen de resistencia a higromicina HPHMX6. En rojo oscuro se representa la region

5’-UTR del gen act1+, utilizada como promotor.
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P.actl-stt4+

TTTTGTGATATTATTGGAGTTGTTTCGTGTTCTTCCATCTCTTTAGACGCAATATCATGAACATCTTCCATGTCTTTACCCA
ATTCGAGTTTTTTGCGTTTTCCATTATCAATATTATTATCTTCTTCAATATGGCGTTTTAAAATATTATTTTTATCCTTATTT
TCTGACATTTTTGAAGCTTTACCATCTATCGATAACTTCAGTTACTAAGTCGTATGGAAGTATCTTCCACAGATCTGTTTA
GCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGC
AGCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTT
TGATGGCCGCACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCACAGA
CGCGTTGAATTGTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCAT
ATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAAAAGCCTGAA
CTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGC
GAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTC
TACAAAGATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCA
GCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCG
CTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCAT
TCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTG
GCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTG
CCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGT
CATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGC
TTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATA
TGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCG
ATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGA
CCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAATCA
GTACTGACAATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTTTTTATATTGTAGTTGTTCTATTTTAATC
AAATGTTAGCGTGATTTATATTTTTTTTCGCCTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATAT
CATGCGTCAATCGTATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCCAGCATGCAAAAC
CTTCTCTGCCTGTAAGTGATCGAGTATTCCCAAATCTTGGTGCATGGAATCCTAGCGAAGGACCGGGACCTTGTGCATC
ACCTTGCTTTTATATTGCACTAATATGTCAATTTGTAGCTGTTGGAGGATTGCTCTATCACTATCGTAAAAGTCAGCTTGC
TCTTTAGTGTTTGATCTACGATAATGAGACGGTGTTTGGGTTGTTTTTACTGAATTTTTCTTTTATTTTATGACATCTTAAT
TTTTATGTTAATGATTATTCTTATACTTTTATCTATCTTTGATTAAAACTAATATTCATTCTTTTGATCACTAATTATTTTTAT
AGTATACGATTCAACCCAACTATAATACATTGTATCAAGAGAAATTTTTAATTAGATGTAATTTAATAGCCATTTGATAA
AAAAAAATTACCTTTTTTTTTGCTAGTGTTAAATTATTGATCATAACAATGTCGAATGAATACTAATAAAATAGGGACAC
GCGAGTTGCAAATACTTGAAATACCTTTGAAGATTTGTCTGTGAATTTTGATAAGATTTTTATGACCATCTCTTTTATATT
CGATATCGTGAACTTTCATTTTCTTTTGTTTTTTGCTTTTCAAGTTAAATAACGCGGAAATTATATTTCCTTATATGTTTAT
AAGAGCTTTTAAAGGATTTGCTATATCGCTTACAGTACTACAACCGGTTGCTCAATGTTATCCGTTTCCGCGGTCTTCTTC
CGTGCGCATTCTGCCGTGAAGTGCTAACGCTGTGTGTGGCTTTATCAAAAAAGTGGCTCAAATATAGCAATTTCATACA
TATTTAAACACCCATTATACTTAAATGTATATTTTAAAATATATAAGAGATTTTCACTGTATAACTGTGTATCTTATCTATA
TGTAATCAACGGCTTCATACCACCTCAGCCAGCCGTGTTATAACTTACCGTTTACCAACTACATTTTTTGTAACGAACCAA
AAAACCCTCAAAAGACAAGACCGGGCCCACTAAGTATGGATTGGTAAGTGGTTTTATTTTTTCCCCTTTCGAATGCACA
GTCTACTAATTATTATTAGCATCGATAAATCAATCAGAAGGGAATCTTTACGAAAACTTGGCTGCCTTCCCGATCACGGT
TGGAATCTGTTCGTACAATCAAGTAATCGTTACTCAAAATTGCTTGAAGCAGATTCTAAGCTATTTAAGGCCCAAAGAA
TTGAGGACACTGTCTTGTCAATTTGTGAAGTTACTTTGGAAAACAAAGCCTCTGAAAATGCCTTGACTTTGTTCCAACAG
CTTCGCTTTTACTTGCTGAATTATCTATTTTTGGAAGATACCTCGGAGTACTCGA

En azul se representa las secuencias de las regiones del gen stt4+ que se usaron para dirigir la integracién de
la construccion en su locus; corresponden a secuencias 5’-UTR y al inicio de la ORF de este gen. En negro se
representa la secuencia del gen de resistencia a higromicina HPHMX6. En rojo oscuro se representa la region

5’-UTR del gen act1+, utilizada como promotor.
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P.actl-pik1+

CGCTGTAAGCGGAAAGTGATTTATAGGTCTCTAGGAACTGTCCTTTTCTTGAATTTTAGATAGATTAATTGATGTAGCAT
TCTTTTTCGTTGCAGTGATAGTAAAGCTTTGTATTGTCAATTAACAGTCCTGTTTTAGTATTATTAAAACTACATAATTAA
TATTGAGCTCTACTGAGAATTTATTTAGTAATATTTGGAATTGTAACAAAAATTCAATTTTTGCAACTGGCATGTTTACAT
TTTGAGATGATGACCTACCCTCCCCTTTTAGTGGATACTTGGCCTGATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCAC
CCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGTGACTGT
CGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGCACGGCGCGAAGCAA
AAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCCGC
GCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAG
GATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGGTAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAA
GTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTTTCAGCTTC
GATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCGG
CACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCT
CCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGG
CCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAAT
ACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAAACTGTGATGGACGACACCGT
CAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTCGTGCA
CGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTT
CGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTA
CTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACT
CTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGG
AGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAGTACTCG
CCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAATCAGTACTGACAATAAAAAGATTCTTGT
TTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTTTTTATATTGTAGTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTAGCGTGATTTATATTTTTT
TTCGCCTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCGTATGTGAATGCT
GGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCCAGCATGCGCATGCAAAACCTTCTCTGCCTGTAAGTGAT
CGAGTATTCCCAAATCTTGGTGCATGGAATCCTAGCGAAGGACCGGGACCTTGTGCATCACCTTGCTTTTATATTGCACT
AATATGTCAATTTGTAGCTGTTGGAGGATTGCTCTATCACTATCGTAAAAGTCAGCTTGCTCTTTAGTGTTTGATCTACG
ATAATGAGACGGTGTTTGGGTTGTTTTTACTGAATTTTTCTTTTATTTTATGACATCTTAATTTTTATGTTAATGATTATTC
TTATACTTTTATCTATCTTTGATTAAAACTAATATTCATTCTTTTGATCACTAATTATTTTTATAGTATACGATTCAACCCAA
CTATAATACATTGTATCAAGAGAAATTTTTAATTAGATGTAATTTAATAGCCATTTGATAAAAAAAAATTACCTTTTTTTT
TGCTAGTGTTAAATTATTGATCATAACAATGTCGAATGAATACTAATAAAATAGGGACACGCGAGTTGCAAATACTTGA
AATACCTTTGAAGATTTGTCTGTGAATTTTGATAAGATTTTTATGACCATCTCTTTTATATTCGATATCGTGAACTTTCATT
TTCTTTTGTTTTTTGCTTTTCAAGTTAAATAACGCGGAAATTATATTTCCTTATATGTTTATAAGAGCTTTTAAAGGATTTG
CTATATCGCTTACAGTACTACAACCGGTTGCTCAATGTTATCCGTTTCCGCGGTCTTCTTCCGTGCGCATTCTGCCGTGAA
GTGCTAACGCTGTGTGTGGCTTTATCAAAAAAGTGGCTCAAATATAGCAATTTCATACATATTTAAACACCCATTATACT
TAAATGTATATTTTAAAATATATAAGAGATTTTCACTGTATAACTGTGTATCTTATCTATATGTAATCAACGGCTTCATAC
CACCTCAGCCAGCCGTGTTATAACTTACCGTTTACCAACTACATTTTTTGTAACGAACCAAAAAACCCTCAAAAGACAAG
ACCACTAGTATGGGCGGCCGCCCATCTTCGAATTCGGGAAATGTATGACTTTTGATCGTTGTGTTAGCTGCGTAATTAA
CGCTATTTCTAGGAGTTACTTTTAAGATTCTTTGAGTCTGCCCATTTCACGAGTCAACTTTGTGTTGCATATCTTTCACGC
TATCCTAACAATATTGGCATTCATCACTTTCTTTGCGAAAAACTAGCAACGTATGTCTACCGTATCATTTCTTTGTTTTTTA
TGTCTAACACATATTAGATTTCCTTATGAAGAGATAGAATTTTTTATTCCTCAATTAATGTACGTTTATTTCGATAAATAA
AGAAAAATTTTTGGGGGGAAGGAAAGTACCAAAAAGTCGAGCTCATAAGTCAGTGAAAGCCGAGTATATGACTCATAT
GCCTATTTCATAATTTAATGACTCTCTTACCTTTTGATTTTCTTTCCTTCAAACGTTTATTCCGTTGTGTTCGTGCATCTCTA
ATATCATACTGTAGTCATCTCGTCCTTAACAAAGATTCTGAAAGCGTTGC

En azul se representa las secuencias de las regiones del gen pik1+ que se usaron para dirigir la integracién de
la construccion en su locus; corresponden a secuencias 5’-UTR y al inicio de la ORF de este gen. En negro se
representa la secuencia del gen de resistencia a higromicina HPHMX6. En rojo oscuro se representa la region

5’-UTR del gen act1+, utilizada como promotor.
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