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Albert Einstein
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1. Schizosaccharomyces

pombe: UN MODELO EUCARIOTA
PARA EL ESTUDIO DE LA MORFOGENESIS CELULAR

La levadura Schizosaccharomyces pombe fue descrita por primera vez en 1.893

por P. Lindner, quien la aisl6 de una cerveza de mijo del este de Africa, de hecho su
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segun la descripcién original de Paul Lindner.

Figura 1.- Esquema de la morfologia de S. pombe

epitopo  especifico

upomben

en Swahili

(Figura

género estad clasificado dentro de

significa

1),

Posteriormente se denomind “levadura de
fisiobn” debido a que su division sucede por
fisibn transversal. La mayoria de cepas
usadas hoy en dia en el laboratorio derivan
de una estirpe homotalica h* aislada por
Ostewalder en Francia en 1921 a partir de
jugo de uva, de la que se obtuvieron cepas
heterotalicas con los dos tipos sexuales
opuestos, h* y h™ (Leupold, 1950). Este

los

Ascomycota, al igual que Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, se estima que la

separacion evolutiva entre estas dos levaduras tuvo lugar hace 1.144 millones de afios y

la separacion evolutiva entre S. pombe y plantas o0 metazoos hace 1.600 (Heckman, et

al., 2001) (Figura 2).

S. pombe
€S un organismo DOMINIO: Eukarya
. REINO: Hongos
eucariota SUBREINO: Dikarya
- FILO: Ascomycota
unicelular que SUBFILO: Taphrimycotina
forma colonias de CLASE: Schizosaccharomycetes
) ) SUBLCLASE: Schizosaccharomycetidae
células libres ORDEN: Schizosaccharomycetales
. Svil Dich FAMILIA: Schizosaccharomycetaceae
Inmoviles. ICho GENERO: Schizosaccharomyces
organismo ESPECIE: Schizosaccharomyces pombe
tit Figura 2.- Clasificacibn taxonémica de S. pombe. Adaptado de
constituye un http://indexfungorum.org/ y (James, et al., 2006).

excelente modelo

de estudio en muchos campos de la biologia celular por varias razones: es facil de

manejar en condiciones de laboratorio, no es patégeno, presenta un ciclo de vida rapido y

fundamentalmente haploide asi como un ciclo sexual de corta duracion, producido por

conjugacion, que permite combinar mutaciones, crear estirpes con proteinas marcadas

con distintos epitopos o condicionar la expresion de genes de una manera sencilla.
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Ademas, S. pombe es susceptible de analisis genético clasico y molecular ya que la

secuenciacion de su genoma fue completada en 2.002 (Wood, et al., 2002).

Como organismo que presenta un ciclo celular eucariético convencional, S. pombe
es muy similar citolégicamente a las células eucariotas superiores, especialmente si nos
referimos al modo de division celular por fision transversal. A diferencia de la mayoria de
levaduras que se dividen por gemacion, esta levadura forma el anillo contractil de
actomiosina en el plano medio de la célula. S. pombe, como todos los hongos, presenta
una pared celular que le proporciona proteccion mecénica, forma y estabilidad osmotica.
Lo que también permite que este organismo sea un buen modelo para el analisis de la

biosintesis y degradacién de esta estructura.

1.1 Ciclo de vida de S. pombe

S. pombe es un organismo con un ciclo de vida haplodiplobionte, con una fase
haploide y una diploide. Durante la fase haploide, que es la predominante en este
organismo, las células tienen forma cilindrica con un tamafio aproximado, al comienzo de
su ciclo de vida, de 3-4 um de didmetro y 7-8 um de longitud, crecen de manera
polarizada por extension de sus extremos hasta los 12-15 um, momento en el que se
dividen por fision transversal. Para ello, se forma un septo o pared perpendicular al eje
mayor de la célula que, tras la citoquinesis, se digiere parcialmente dando lugar a dos

células hijas de idéntico tamafio (Figura 3).

Cuando las células de tipos sexuales complementarios se encuentran en un
medio pobre en nutrientes comienzan a producir feromonas y sus receptores (Kelly, et al.,
1988). Las células h™ secretan factor M y producen receptores para el factor P y las
células h* secretan factor P y producen receptores para el factor M. La unién de las
feromonas a sus receptores desencadena el proceso de conjugacion. Este empieza con
la formacion de una proyeccién denominada shmoo en un extremo de cada célula, hasta
que ambas se ponen en contacto y se fusionan, formando un zigoto diploide que a
continuacion, sufre meiosis y esporulacion dando lugar a un asca zigética con cuatro
esporas haploides. Las ascosporas permanecen latentes hasta que las condiciones del
medio sean favorables, entonces germinan reiniciando el ciclo (Figura 3). En el
laboratorio y bajo determinadas condiciones, pueden mantenerse células diploides en
cultivo a partir de zigotos si estos se transfieren a un medio de crecimiento rico
inmediatamente después de la conjugacion y antes de la meiosis. (Egel y Egel-Mitani,

1974). Las células diploides de S. pombe, de 11-14 um de longitud al comienzo de su
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Figura 3.- Ciclo de vida de S. pombe.

ciclo de vida y 20-25 pum antes de la division, son muy inestables y tienden a esporular
rdpidamente si entran en fase estacionaria o si escasean los nutrientes en el medio,

formandose un asca azigética con cuatro ascosporas haploides (Figura 3).

2. MORFOGENESIS Y CONTROL DE LA POLARIDAD EN S.
pombe

La generacion de polaridad celular es de suma importancia para la funcién de
practicamente, todos los tipos de células y es la base de procesos tan diversos como la

divisién, diferenciacion, migracion celular, sefializacion célula-célula o fertilizacion.

S. pombe es utilizado para el estudio de la regulacion de la forma celular ya que
sus células crecen por los extremos de forma polarizada manteniendo una forma
cilindrica. Se han podido identificar diferentes fases en el crecimiento polarizado de este
organismo mediante el estudio de cepas mutantes, (Chang y Peter, 2003; Chang y Verde,
2004): como son los mutantes tea, con células ramificadas o torcidas que crecen de
forma polarizada pero fallan al establecer el sitio de crecimiento; mutantes orb, incapaces
de mantener un crecimiento polarizado, por lo que adquieren forma redondeada;

mutantes monopolares, que crecen de forma polarizada pero no activan el crecimiento en
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uno de los extremos celulares y mutantes defectivos en el posicionamiento del septo de
divisién, que originan células hijas de diferente tamafio. Todos estos resultados han
llevado a establecer que inicialmente es necesario definir los lugares de crecimiento en la
célula mediante la actividad de proteinas marcadoras, éstas se encargan de reclutar y
activar proteinas de cascadas de sefializacién, que a su vez regulan la morfogénesis
organizando el citoesqueleto de actina y reclutando las enzimas necesarias para el

crecimiento celular.

2.1 Ciclo celular y morfogenético en S. pombe

S. pombe, como todos los organismos eucariotas, presenta cuatro fases durante
su ciclo celular: G1, S, G2 y M (Mitchison, 1970). Después de la mitosis, las células

activan el crecimiento

OETO

Unicamente en el polo heredado
de la célula madre o polo antiguo
(OETO: Old End Take Off). Tras
alcanzar una masa y/o tamafo
determinados. Durante la fase
G2, se activa el crecimiento del

polo originado como

consecuencia de la division
celular anterior (polo nuevo), en
el proceso denominado NETO
(New End Take Off) y, como

consecuencia de ello, las células

. Nucleo @ SpB Q Microtibulos

s Parches Anillo de Septo de
adquieren un patrén de ' de actina actomiosina division

crecimiento bipolar (Mitchison y Figura 4.- Ciclo morfogenético y ciclo celular de S. pombe.

Nurse, 1985). Cuando la masa

y/o el tamafio celular alcanza unos valores determinados, la célula entra en mitosis (fase
M). En este momento se detiene el crecimiento de los polos y toda la maquinaria
biosintética se dirige al centro de la célula, donde se ensambla un anillo de actomiosina.
Al final de la mitosis se produce la contraccion del anillo de actomiosina y la septacion de
forma simultanea y las células inician el crecimiento en los polos viejos, que se mantiene
durante G1 y S, antes de separarse en dos células hijas. (Figura 4) (MacNeill y Fantes,
1997).
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El citoesqueleto de microtubulos es imprescindible para el establecimiento de la
polaridad y para el control de la posicion del nicleo (Chang, 2001; Hayles y Nurse, 2001;
Verde, 1998). En interfase los microtibulos estdn organizados como haces paralelos al
eje de la célula mientras que en mitosis forman el huso mitético (Marks, et al., 1986). Los
haces presentan dos extremos: el positivo (+) y el negativo (-) y estdn formados por 4 6 5
microtubulos dispuestos de forma antiparalela, con sus extremos (-) solapando en los
centros organizadores de microtubulos de interfase o iIMTOCSs, localizados en el centro de
la célula cercanos al nucleo, mientras que los extremos (+) se sitlan orientado hacia los
polos (Hoog, et al., 2007; Huisman y Brunner, 2011; Janson, et al., 2007). En cada haz de
microtUbulos, los extremos (+) crecen hasta alcanzar los polos para despolimerizarse
rapidamente, en un proceso conocido como catastrofe (Brunner y Nurse, 2000). En el
extremo (+) de los microtibulos se acumula un grupo de proteinas estructural y
funcionalmente diverso que forman el complejo +TIP (plus-end tracking proteins). Estas
proteinas controlan la dinamica de los microtibulos permitiendo tanto el control espacial
como temporal de la catastrofe. En S. pombe el papel principal de estas proteinas es
permitir a los microtibulos crecer lo suficiente como para alcanzar los polos de la célula.
Los principales componentes de +TIP son Mal3, una proteina de la familia EB1; la
kinesina TeaZ2; y Tipl, una proteina de la familia CLIP-170 (Bieling, et al., 2007; Brunner y
Nurse, 2000; Busch, et al., 2004). Las proteinas Teal y Tead son transportadas en el
extremo (+) de los microtibulos hacia los polos celulares, donde son depositadas como
“puntos” discretos en la membrana celular (Chang y Martin, 2009). Teal, con similitud a
las proteinas Kelch de Drosophila y Ezrina de mamiferos, es fundamental para marcar los
sitios de crecimiento (Mata y Nurse, 1997) y Tea4 es una proteina adaptadora que posee
un dominio SH3 (Martin, et al., 2005). Su anclaje a los polos se produce mediante la
interaccion de Teal con las proteinas Mod5 y Tea3 (Snaith, et al., 2005; Snaith y Sawin,
2003) (Figura 5). Una diana muy importante del complejo Teal-Tea4 es la formina For3,
encargada de la formacion de cables de actina, a la cual se unen a través de la proteina
Tead. La quinasa Poml se localiza en los polos de forma dependiente de Tea4 y se ha

P
s = al Tez © »
Ry, 2/ Tead Teal Mal3 Mal3 Te?" Tea4 \*\,\e@ .
v ¥ Tip1 Tea2 ea2 Tip1 <e? \f
Ca3 Ford
o]
For3
Bud6
Bud6 Teat Tip1 Mal3 T

Tead Tea2 Tea2 Tip1

Figura 5.- Esquema del establecimiento de la polaridad en S. pombe. En rojo zona de crecimiento activo.
llustracién adaptada de Huisman y Brunner, 2011.
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sugerido que puede actuar por debajo de Teal conectando la sefializacion de
microtdbulos y actina para asegurar la posicion del crecimiento. Poml se une
directamente a fosfolipidos de la membrana plasmatica cargados negativamente a travées
de un dominio cargado positivamente. La autofosforilacion de Poml en este dominio
inhibe su localizacién en la membrana. La fosfatasa Dis2, que se localiza en los polos
mediante su interaccion con Tea4 (Alvarez-Tabares, et al., 2007) desfosforila a Pom1,
favoreciendo su asociacion con la membrana plasmatica. Cuando Poml difunde
lateralmente por la membrana plasmatica, Dis2 no puede desfosforilarla, y se disocia
gradualmente de la membrana produciendo un gradiente de Pom1 desde los polos hacia
el centro de la célula (Hachet, et al., 2011). Otras proteinas son reclutadas a los polos
para promover el crecimiento celular, en particular la GTPasa Cdc42, reguladora central
del crecimiento en todos los organismos eucariotas. Sin embargo, su reclutamiento no
depende de los microtubulos y el mecanismo por el que se activa en los polos adn no
esta claro. También es reclutada Pobl, proteina efectora de Cdc42 que permite su
interaccion con For3 y la activacion de esta formina (Kokkoris, et al., 2014; Martin, et al.,
2007; Rincon, et al., 2009).

2.2 El citoesqueleto de actina en S. pombe

En esta levadura el citoesqueleto de actina participa en distintos e importantes
procesos celulares tales como el crecimiento polarizado, la secrecién dirigida, la
endocitosis y la citoquinesis (Chhabra y Higgs, 2007; Subramanian, et al., 2013). La
actina es una pequefa proteina globular (~42 kDa) y una de las mas conservadas en
eucariotas. En las células, la actina aparece tanto en su forma monomérica o G-actina
como en su forma filamentosa o F-actina (Subramanian, et al., 2013). En S. pombe, esta
presente en diferentes estructuras que conforman el citoesqueleto: parches, que
contienen filamentos de actina ramificada, cables compuestos por filamentos lineales de

actina sin ramificar y el anillo de citoquinesis (Subramanian, et al., 2013) (Figura 6).

Los parches de actina son cerca de 150 filamentos cortos y ramificados que
alcanzan un tamafio de 100-200 nm de longitud (Berro, et al., 2010; Kovar, et al., 2011,
Sirotkin, et al., 2010). Los parches de actina son necesarios en el proceso de endocitosis
(Aghamohammadzadeh y Ayscough, 2009). Su ensamblaje esta localizado en lugares en
los que se produce este proceso, bien acompanando el crecimiento polarizado en los
polos de las células en interfase o0 en la zona media en células dividiéndose (Arellano, et
al., 1997; Balasubramanian, et al., 1998; Gachet y Hyams, 2005; Kovar, et al., 2011)



INTRODUCCION

Anillo contractil

RIRILI
e oy
IR

Cables

Figura 6.- Citoesqueleto de actina. Distribucion de las estructuras de actina durante el ciclo celular mitético.
llustraciéon adaptada de Kovar et al., 2011.

(Figura 6). Esto sugiere que la funcion endocitica de los parches de actina acompafia la

remodelacién y sintesis de la pared celular.

Los cables de actina son los encargados de proporcionar una via polarizada para
las vesiculas de secrecion que son transportadas por la miosina de tipo V (Motegi, et al.,
2001) y también participan en el movimiento de los parches de actina (Martin y Chang,
2006; Pelham y Chang, 2001). Los cables estdn compuestos de haces paralelos de
filamentos cortos de actina, que son ensamblados por la formina de nucleacion y
elongacién de actina For3 (Feierbach y Chang, 2001; Kamasaki, et al., 2005; Kovar, et
al., 2011; Nakano, et al., 2002). For3 es localizada y activada por Cdc42 y la proteina

adaptadora Pobl en los extremos celulares (Martin, et al., 2007; Rincon, et al., 2009).

El anillo de actomiosina es una estructura esencial para la division celular que
esta formada por filamentos de actina y de miosina de tipo Il (Balasubramanian, et al.,
2004). Se ensambla en la regién media de la célula y su contraccion se produce de forma

coordinada con el depdsito de nueva membrana y de material de pared celular.

3. BIOSINTESIS Y COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE S.
pombe

La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica compuesta
fundamentalmente por polimeros de glucosa de estructura fibrilar. Permite soportar la
presion osmdtica originada por la elevada concentracién de sustancias disueltas en el
interior celular y actla de barrera protectora ante dafios producidos por el medio externo
(Duran y Perez, 2004; Osumi, 1998a).
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La pared celular es también importante para el mantenimiento de la polaridad
celular y la morfogénesis. Es una estructura muy dinadmica y sufre numerosos cambios de
composicion y estructura durante el crecimiento. Para que se puedan llevar a cabo las
modificaciones de la pared, manteniendo la integridad celular, es necesaria una estrecha
coordinacion entre el ciclo celular, el crecimiento y la biosintesis/degradacién de la pared
celular.

3.1 Composicion de la pared celular

La pared celular de S. pombe se observa, en el microscopio electronico de
transmision, como una estructura trilaminar, con dos capas externas densas a los
electrones y una capa interna menos densa compuesta principalmente por a y B-glucanos
(Humbel, et al., 2001; Osumi, 1998b) (Figura 7A). El septo de divisiobn estd muy
organizado y presenta una capa interna menos densa a los electrones denominada septo
primario y a ambos lados se sitlan los dos septos secundarios que luego formaran la
pared (Humbel, et al., 2001; Sugawara, et al., 2003) (Figura 7B).

manano Jq gl o

(1,6) glucano m B (1,3) glucano

membrana plasmatica

Figura 7.- Ultraestructura de la pared celular de S. pombe. (A) La pared lateral consta de tres capas. La capa
interna y la capa externa las componen fundamentalmente galactomananos. La capa media es menos densa a los
electrones y esta formada por a y B glucanos. (B) Ultraestructura del septo de division. La capa menos densa a los
electrones es el septo primario (SP) y las capas que se encuentran a ambos lados del septo primario son los septos
secundarios (SS).

10
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S. pombe presenta dentro de los glucanos cuatro tipos esenciales, que

constituyen el 85% del total de la pared:

A. B-(1,3)-glucano lineal: Lo componen mondémeros de D-glucosa unidos
mediante enlaces B-(1,3) (Humbel, et al., 2001). Esta presente principalmente
en el septo primario y en menor cantidad en la pared celular. Este polimero es
minoritario pero tiene mucha mayor afinidad que el resto por el colorante
calcofltor que tifie el septo primario y las zonas de crecimiento (Cortes, et al.,
2007).

B. B-(1,3)-glucano con ramificaciones B-(1,6): Es el componente mas abundante
de la pared (aproximadamente 50%) y consta de cadenas lineales con residuos
de glucosa unidos por enlace B-(1,3) y ramificaciones laterales con glucosas
unidas mediante enlaces B-(1,6).

C. B-(1,6)-glucano muy ramificado: Esta constituido por monémeros de D-
glucosa unidos por enlaces B-(1,6) que contienen frecuentes ramificaciones en
B-(1,3) (Manners y Meyer, 1977). Es un componente minoritario en la pared
celular (3-6%) y se ha denominado también diglucano (Magnelli, et al., 2005).

D. a-glucano: es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,3)
con una pequefia proporcion de enlaces a-(1,4) (Manners y Meyer, 1977). En S.
pombe constituye casi un tercio de la pared (28%) (Magnelli, et al., 2005) y es
un polimero importante en la morfogénesis celular ya que existen mutantes con
menor contenido de a-glucano que adquieren forma redonda (Grun, et al.,
2005).

El resto de los polisacaridos (10-15%) estd formado por los azlcares de las
galactomanoproteinas presentes en la pared (Humbel, et al., 2001). Una caracteristica
propia de S. pombe es que no presenta quitina en su pared, o que permite el estudio de
la regulacion de la sintesis de glucano sin la interferencia de los mecanismos
compensatorios que se producen en otros hongos cuando la sintesis de glucano es
defectuosa (de Leon, et al., 2013; Garcia-Rodriguez, et al., 2000; Perez y Ribas, 2004).

11
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3.2 Biosintesis y regulacién de los componentes de la pared

celular

3.2.1 B-glucano

El término B-glucano engloba a los polisacéridos formados por mondémeros de D-
glucosa unidos por enlaces $3-(1,3) o B-(1,6). En esta levadura representa un 50-54% del
contenido total de la pared, siendo el principal componente de la misma y el responsable

de la fuerza mecénica y del mantenimiento morfolégico de la célula (Cortes, et al., 2002).

La enzima responsable de la biosintesis del 3-(1,3)-glucano de la pared celular es
la denominada (-(1,3)-glucadn sintasa (UDP-glucosa: [-(1,3)-D-glucano-3-3-D-
glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34). Est4 formada por una subunidad catalitica y una
reguladora. En S. pombe se han identificado cuatro genes que podrian codificar
isoformas de las subunidades cataliticas del complejo B-glucan sintasa: bgsl®, bgs2®,
bgs3” y bgs4® (B-glucan synthase). Todos ellos son esenciales en distintos momentos del
ciclo de vida de la levadura de fisién (Cortes, et al., 2005; Cortes, et al., 2002; Cortes, et
al., 2012; Free, 2013; Liu, et al., 2000; Liu, et al., 1999; Martin, et al., 2003; Martin, et al.,
2000; Mufoz, et al.,, 2013). Las proteinas Bgs son proteinas transmembranales de
elevado peso molecular (aproximadamente 200 kDa) y presentan similitud con Fksl y
Fks2, las subunidades de B-glucan sintasa descritas en S. cerevisiae (Mazur, et al.,
1995). Tanto Bgsl como Bgs3 y Bgs4 se localizan en el septo, en los polos de
crecimiento y en los lugares de sintesis de pared celular durante la diferenciacién sexual
y en la germinacion de las esporas (Cortes, et al., 2012; Free, 2013). Mientras que Bgs2
es la subunidad catalitica de la B-(1,3)-glucan sintasa durante el proceso de esporulacion,
siendo imprescindible para la correcta maduracion de las esporas (Liu, et al., 2000;
Martin, et al., 2000).

La subunidad reguladora de la B-(1,3)-glucan sintasa esta constituida por la
GTPasa Rhol (Arellano, et al., 1996).

3.2.2 a-glucano

La principal enzima responsable de la biosintesis del a-glucano de la pared celular
se denomina a-glucan sintasa o Mok1 (Ags1). Esta es una proteina integral de membrana
de 272 kDa que se localiza en las zonas de divisibn y crecimiento de una forma

dependiente de actina (Hochstenbach, et al., 1998; Katayama, et al., 1999; Konomi, et al.,
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2003). El a-glucano sintetizado por Mokl es esencial para la integridad de la pared
celular durante el crecimiento. Durante la septacion interviene en la sintesis del septo
secundario y la correcta formacion del septo primario, confiriéndole la rigidez necesaria

para soportar la presion de turgencia durante la separacion celular (Cortes, et al., 2012).

3.2.3 Galactomanano

En S. pombe el galactomanano constituye el componente glucidico de las
glicoproteinas de la pared y representa del 9 al 14% del total de los azlcares en esta
estructura. Esta formado por un ndcleo central de residuos de manosa unidos mediante
enlaces a-(1,6) y por cadenas laterales de manosa con enlaces a-(1,2) terminadas en un
resto de galactosa en los extremos no reductores (Bush, et al., 1974; Horisberger, et al.,
1978; Magnelli, et al., 2005). También se ha encontrado una pequefia cantidad de
galactosa situada en posicion no terminal (Horisberger y Vonlanthen, 1977). La
glicosilacion de las proteinas de la pared celular se produce en el reticulo endoplasmico y
en el aparato de Golgi. Posteriormente, las glicoproteinas de la pared son secretadas,
permaneciendo unidas a la membrana mediante grupos GPI o formando enlaces con la

matriz de glucanos de la pared celular (Gemmill y Trimble, 2004).

4. LAS GTPasas DE LA FAMILIA Rho

La superfamilia de GTPasas pequefias o proteinas G pequefias son proteinas de
union a GTP de 20 a 40 kDa de masa molecular. Estdn presentes en todos los
organismos eucariotas y tienen similitud de funcion con la subunidad a de las proteinas G
heterotriméricas (Hughes, 1983; Wennerberg, et al., 2005). Estas GTPasas estan
implicadas en la transduccién de sefiales y regulan una gran diversidad de funciones
celulares como el control de la proliferacién y diferenciacion celular, la regulacion del
citoesqueleto de actina, el trafico de membranas y el transporte nuclear (Militello y
Colombo, 2013). Los miembros de esta superfamilia estan clasificados estructuralmente y

funcionalmente en al menos 5 grupos (Ras, Rho/Rac, Rab, Arf y Ran).

La familia Rho fue descubierta en 1985 como una familia de proteinas relacionada
con Ras (Ras homology) en Aplysia. Posteriormente fueron identificados en el genoma
humano 18 genes pertenecientes a esta familia convirtiéndose en uno de los tipos
proteicos mejor caracterizados (Hall, 1998; Hall, 2012; Madaule y Axel, 1985). Al igual

gue el resto de los miembros de su superfamilia y que las proteinas G heterotriméricas,
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las GTPasas Rho cambian de conformacion molecular dependiendo del nucle6tido al que
estén unidas (Bishop y Hall, 2000; Wennerberg, et al., 2005). Presentan su forma activa
solo cuando estan unidas a GTP, en esta forma interaccionan con sus proteinas diana y
pueden transmitir la sefial. Mientras que estan inactivas cuando estan unidas a GDP.
Esta es la razon por la cual las proteinas de esta superfamilia son llamadas interruptores
moleculares, puesto que fluctian entre los estados activo e inactivo (Perez y Rincon,
2010; Vetter y Wittinghofer, 2001) (Figura 8).

4.1 Modificaciones postraduccionales de las proteinas Rho

Las proteinas G de pequefio tamafio molecular necesitan determinados cambios
postraduccionales para dirigirse y anclarse a las estructuras membranosas donde van a
desempefiar sus funciones. En general estos cambios tienen lugar en su extremo C-
terminal y consisten en la incorporacion de grupos isoprenoides seguida de una
proteolisis. Esto da lugar a un incremento de la lipofilia de estas proteinas y permite una
mejor asociacion con las membranas de la célula. Estos cambios estructurales varian

dependiendo de la secuencia de amino&cidos del extremo C-terminal de cada proteina G:

- Siel extremo C-terminal es Cys-A-A-X, siendo A un aminoacido alifatico y X un
amino&cido cualquiera, se produce la incorporacion de un grupo farnesilo en la
cisteina por la enzima farnesiltransferasa |, posteriormente se produce la
proteolisis del grupo A-A-X y la carboximetilacién de la cisteina (Wennerberg,
et al., 2005).

- Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, la cisteina es geranilgeranilada por
la geranilgeraniltransferasa | y posteriormente carboximetilada tras la

proteolisis de los tres Ultimos aminoacidos (Wennerberg, et al., 2005).

En general un grupo lipidico terminal no basta para anclar las proteinas a la
membrana. Por ello, algunas proteinas Rho son modificadas con un grupo palmitoilo o
miristoilo (Casey, 1994). En otros casos presentan una serie de aminoacidos basicos en

el extremo C-terminal que facilitan su anclaje a la membrana.
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4.2 Regulacion de las proteinas Rho

Las GTPasas Rho presentan una gran afinidad tanto por GDP como por GTP. Sin
embargo, solo cuando estan unidas a GTP son capaces de interactuar con sus proteinas
diana y llevar a cabo sus
funciones moleculares RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRD )
(Bishop y Hall, 2000; Perez Membrana
y Rincon, 2010). Por otro

lado, estas proteinas

presentan una actividad
GTPaésica intrinseca que,
aunque poco  eficiente,

causa la hidrolisis del GTP a

GDP inactivando a la
proteina. Por todo ello, y Citoplasma
para que las GTPasas

Figura 8.- Regulacion de las GTPasas Rho. Figura adaptada de Pérez y

realicen sus funciones de Rincon. 2010.

manera adecuada, es

necesaria la presencia de un gran nimero de proteinas que regulen el ciclo GDP/GTP
(Wennerberg, et al., 2005). Existen tres clases de proteinas reguladoras de las proteinas
Rho denominadas: GEFs, GAPs y GDIs (Figura 8).

4.2.1 Las proteinas GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor)

Estas proteinas reconocen la forma unida a GDP de la GTPasa y provocan la
disociacién del nucleétido que, posteriormente, es sustituido por GTP (Vetter y
Wittinghofer, 2001) (Figura 8). El sitio de union de nucleétidos de guanina se sitla entre
las regiones denominadas switch | y switch Il de las proteinas Rho. Estas regiones, junto
con el P-loop (region de unién al fosfato), interaccionan con los fosfatos y con el ion
magnesio, que son moléculas imprescindibles para que la unién entre el nucleétido y la
GTPasa sea de alta afinidad (Vetter y Wittinghofer, 2001). La union del GEF a la GTPasa
Rho induce cambios conformacionales en las regiones switch y en el P-loop que
bloguean el sitio de unién al magnesio. Esto hace que la interaccién con los fosfatos se
debilite y facilita que se libere el nucleétido, permitiendo la entrada de otro nucleétido
nuevo. En general, las proteinas Rho presentan una afinidad similar por el GDP y el GTP,

y las proteinas GEFs no favorecen la union de uno o de otro. La unién del GTP se
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produce porque la concentracion de este nucleétido en la célula es superior a la de GDP.
Las proteinas GEFs desplazan al nucle6tido unido y posteriormente el nuevo nucle6tido

desplaza a las proteinas GEFs (Bos, et al., 2007).

4.2.2 Las proteinas GAP (GTPase Activating Protein)

Son proteinas activadoras de la actividad GTPasica intrinseca de la proteina G.
Favorecen la hidrélisis del GTP a GDP haciéndola mas eficiente y promoviendo que la

GTPasa se encuentre en estado inactivo (Figura 8).

Las GAPs de las GTPasas Rho se definen por la presencia del dominio RhoGAP
altamente conservado. Este dominio consta de unos 150 aminoacidos y es diferente al
maodulo GAP de otros reguladores negativos para las GTPasas Ras, Ran o ARF (Moon y
Zheng, 2003). Consiste en nueve a-hélices y un residuo de arginina conservado en todos
los RhoGAPSs, que interaccionan con el sitio de unién de GTP formado por los switch | y I
y el P-loop de las proteinas Rho (Moon y Zheng, 2003). Ahi promueven la hidrdlisis del
GTP gracias a la correcta orientacion de la molécula de agua necesaria para este
proceso y a que estabilizan el estado de transicion de dicha reaccion (Bos, et al., 2007;
Perez y Rincon, 2010).

En general, el numero de RhoGEFs y RhoGAPs es mucho mayor que el de las
proteinas Rho (Bos, et al., 2007). Esto quiere decir que una Unica GTPasa Rho puede ser
regulada por mas de un RhoGEF o RhoGAP (Tcherkezian y Lamarche-Vane, 2007). Por
otro lado, también se ha observado que una misma proteina, GEF o GAP, puede regular
a mas de una proteina Rho. Esta promiscuidad permite que cada proteina Rho pueda ser
regulada por distintos RhnoGEFs y RhoGAPs segun el proceso en el que intervenga (Bos,
et al., 2007).

Otra caracteristica comun entre RhoGEFs y RhoGAPs es que son proteinas
multidominio con capacidad para unirse a otras proteinas y membranas ademas de a las
GTPasas Rho. Permiten, por tanto, la localizaciébn determinada o la formacion de
complejos proteicos que contribuyen a la regulacion espacial y temporal de las GTPasas
Rho (Perez y Rincon, 2010).
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4.2.3 Las proteinas GDI (GDP Dissociation Inhibitor)

Las proteinas Rho también estdn reguladas por los RhoGDIs. Estas proteinas

actuan a tres niveles como reguladores negativos de las Rho GTPasas:
¢ Inhiben la disociacion del nucledtido GDP de las proteinas Rho.
¢ Bloqguean la actividad GTPasa intrinseca estimulada por las proteinas GAPs.

e Enmascaran el grupo isoprenoide de las GTPasas Rho, extrayendo a las mismas
de la membrana y evitando asi su activacién por RhoGEFs (DerMardirossian y
Bokoch, 2005; Garcia-Mata, et al., 2011) (Figura 8).

Estos reguladores negativos solo actuan sobre proteinas de la familia Rho y Rab.

4.3 Las GTPasas de la familia Rho en levaduras

Muchos de los procesos morfogenéticos que tienen lugar en el ciclo de vida de S.
pombe estéan regulados por las GTPasas de la familia Rho. La publicacion del genoma de
S. pombe desvelo la existencia de 6 GTPasas Rho en este organismo, llamadas Rhol a
Rho5 y Cdc42, que muestran entre un 59% y un 91% de similitud entre ellas. Tan solo

Rhol y Cdc42 son esenciales, tal y como ocurre con sus homélogos en S. cerevisiae.

4.3.1 Rhol

En eucariotas superiores existen diferentes isoformas de Rho de las que la
isoforma RhoA, en células animales, es homologa de Rhol en levaduras (O'Connor y
Chen, 2013). El estudio de la estructura cristalografica de la proteina RhoA humana ha
permitido definir sus dominios funcionales, ayudando a entender el funcionamiento de las
interacciones de RhoA, y en consecuencia de Rhol, con sus mdltiples reguladores y

efectores (lhara, et al., 1998).

Los cuatro dominios que caracterizan la estructura tridimensional de RhoA son el
dominio phosphate-binding loop (P-loop), el dominio switch I, el dominio switch Il y el
dominio Rho insert (Insert helix) (lhara, et al., 1998) (Figura 9). Aparte de estos cuatro
dominios, existe una regién denominada: dominio de localizacibon a membrana. Este

dominio, presente en la region C-terminal de la proteina, posee una zona de prenilacion,
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la caja CAAX, y una region polibésica, que incrementan la lipofilia de estas proteinas,

permitiendo una mejor asociacion con las membranas de la célula (Bosch, et al., 2011).

El dominio P-loop esta
implicado en la union del GTP a
la proteina junto con parte de los
dominios switch 1, switch Il vy
cuatro residuos de
reconocimiento de motivos
bésicos. Cabe destacar que la
mayoria de los aminoacidos del
P-loop que interaccionan con el

I . A ‘ E‘\ I
(:;‘-\’/’*Q Switch Il GTP lo hacen a través de sus

Switch | cadenas principales,

Figura 9.- Representaciéon tridimensional de HsRhoA unido a especialmente a través de sus
GTP. Imagen adaptada de Bosch et al., 2011.

grupos amino (lhara, et al,

1998). El dominio switch | participa en la activacién de la GTPasa puesto que esta
implicado en el mecanismo de accion de los GEFs sobre las proteinas de la familia Rho
(Wei, et al., 1997). Ademas, en este dominio se encuentra la treonina 37, que es esencial
para catalizar el cambio de nucle6tido en RhoA (lhara, et al., 1998; Wei, et al., 1997). La
region switch 1l, que adopta en general una conformacion helicoidal, pudiera estar
implicada en la actividad GTP4&sica de esta proteina (Ihara, et al., 1998; Wei, et al., 1997).
Por ultimo, el dominio Rho insert diferencia a las GTPasas de la familia Rho del resto de
GTPasas de la superfamilia Ras. Consta de 13 aminoacidos que forman una hélice de
tres vueltas y se ha propuesto que esta implicado en la asociacion de RhoA a la
membrana (probablemente a través de su cara con carga positiva) y a algunos de sus
efectores (Wei, et al., 1997).

Rhol en S. cerevisiae

En S. cerevisiae, Rhol es una proteina esencial que activa a las B-(1,3)-glucan
sintasas (Fksl y Fks2), controla la ruta MAPK de integridad de pared celular mediante la
activacion de la quinasa Pkcl (protein kinase C) y desempefia un papel importante en la
organizacion del citoesqueleto de actina y la secrecién polarizada (Cabib, et al., 1998;
Levin, 2005; Levin, 2011). Esta GTPasa se localiza en las areas de crecimiento
polarizado de manera independiente del citoesqueleto de actina (Ayscough, et al., 1999;
Perez y Rincon, 2010; Qadota, et al., 1996; Yamochi, et al., 1994).
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Rhol activa es capaz de interaccionar con seis proteinas efectoras: los
componentes de la B-(1,3)-glucan sintasa, Fksl y Fks2; la quinasa Pkcl; la formina Bnil;
el factor de transcripcion Skn7; y la subunidad Sec3 del exocisto. Todas estas proteinas
participan en la biosintesis de la pared celular, en la polarizacion del citoesqueleto de

actina y en la exocitosis (Bi y Park, 2012; Levin, 2005; Perez y Rincon, 2010).

La GTPasa Rhol es activada por los GEFs Rom1, Rom2 y Tusl (Biy Park, 2012;
Ozaki, et al., 1996; Schmelzle, et al., 2002). Rom1 y Rom2 tienen funciones redundantes
en la regulaciéon de Rhol y regulan también a la GTPasa Rho2. La cepa carente de
ambos GEFs es letal (Schmelzle, et al., 2002). Tusl es necesaria para la ruta de
integridad de la pared celular y su fosforilacién por la ciclina2-Cdc28 es requerida para
una activaciéon eficiente de Rhol en el paso de fase G1 a fase S (Kono, et al., 2008;
Perez y Rincon, 2010; Schmelzle, et al., 2002). Tusl y Rom2 estan implicadas, ademas,
en la localizacion y activacion de Rhol necesarias para la citoquinesis. La regulacion de
ambas proteinas GEF se ejerce mediante su fosforilacion por la quinasa Cdc5/Polo
(Yoshida, et al., 2009; Yoshida, et al., 2006).

Bem2, Sac7, Bag7 y Lrgl son las proteinas con actividad GAP descritas para la
GTPasa Rhol en S. cerevisiae (Bi y Park, 2012; Cid, et al., 1998). Bem2 y Sac7 son las
encargadas de regular negativamente a la ruta de integridad celular MAPK, a través de
Rhol (Martin, et al., 2000; Schmidt y Hall, 2002). Sac7 y Bag7 presentan funciones
redundantes sobre la regulacion de Rhol en la organizacion de actina (Schmidt y Hall,
2002). Por ultimo, Lrgl es la proteina encargada de regular negativamente a Rhol en la
biosintesis del B-(1,3)-glucano (Watanabe, et al., 2001). Esta GAP esta implicada en
procesos de fusién celular durante la conjugacion y en la separacién de la célula madre y
la célula hija (Fitch, et al., 2004; Svarovsky y Palecek, 2005).

Ademés de GEFs y GAPs, existe un RhoGDI denominado Rdil (Bi y Park, 2012;
Masuda, et al., 1994). Esta proteina se asocia a Rhol, Cdc42 y Rho4 de S. cerevisiae.
Rdil extrae a Rhol y a Cdc42 de las membranas y forma complejos solubles con estas
proteinas en el citoplasma (Tiedje, et al., 2008). Por otro lado, la regulacion que Rdil
ejerce sobre Rho4 es distinta puesto que extrae a esta GTPasa de la membrana para
degradarla por las vias del proteosoma y proteasas vacuolares (Tiedje, et al., 2008).
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Rhol en S. pombe

El gen codificante de Rhol fue aislado por primera vez de una genoteca de ADNc
de S. pombe utilizando como sonda el ADNc de RhoA. Rhol de S. pombe muestra un
73% y un 67% de identidad frente a Rhol de S. cerevisiae y RhoA de Homo sapiens,

respectivamente (Nakano y Mabuchi, 1995) (Figura 10).

switch |
Hs MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVESK ENYVADIEVDGKQVEL
Sc MSQQVGNSIRRKLVIVGDGACGKTCLLIVFEFSK ENYVADVEVDGRRVEL
Sp --—-MATELRRKLVIVGDGACGKTCLLIVFSK ENYVADVEVDGRHVEL

2% ¢ ek ok e ok ok ke ok ok ke ke ek e ok ke ok ok ok dkkkdkdkkdkokdkdkddkd c hkdkk . o kX

Hs ATLWDTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILV 115

Sc ALWDTAGQEDYDRLRPLSYPDSNVVLICFSIDLPDSLENVQEKWIAEVLHFCQGVPIILV 120

Sp ATLWDTAGQEDYDRLRPLSYPDSHVILICFAVDSPDSLDNVQEKWISEVLHFCSSLPILLV 116
*********************:_*:*:**::* ****:*: % d % sk Yk ok :**:**

Rho insert

Hs GNKKDL: PEEGRDMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMAT 175

Sc GCKVDL: TSQEGQSVADQIGATGYYECSAKTGYGVREVFEAAT 180

Sp ACKADL TTEEGQAVAQKIGAYKYLECSAKTNEGVREVFESAT 176
. * kkokkk H ‘:* H *_**_ :**: :*::*** * *hkkkkk *hkkkhkkk Kk

Hs RAALQARR---—--—--—-—---— GKKKSGCLVL 193

Sc RASLMGKSKTNGKAKKNTTEKKKKKCVLL 209

Sp RAAMLKHK---PKVKPSSGTKKKKRCILL 202

- hhk | koo

Figura 10.- Comparacidn de la secuencia de aminoacidos de Rhol en diferentes organismos. Definicion de los
dominios de Rhol basados en la proteina RhoA segun Ihara et al., 1998 y Bosch et al., 2011. Hs: Homo sapiens; Sc:
Saccharomyces cerevisiae; Sp: Schizosaccharomyces pombe. *: Indica un residuo idéntico; :: Indica aminoacidos del
mismo grupo y con caracteristicas similares; .: Indica aminoacidos con una semejanza mas débil.

La GTPasa Rhol es esencial y se localiza en los lugares de crecimiento activo
(septo y polos) (Arellano, et al., 1997; Nakano, et al., 1997; Perez y Rincon, 2010).
Experimentos realizados en cepas de S. pombe con el crecimiento polarizado alterado
han demostrado que Rhol funciona una vez que se ha definido el area de crecimiento, ya
gue su localizacion depende del marcador de polaridad Teal (Arellano, et al., 1997).
Como en otros hongos y levaduras, juega un papel crucial en la biosintesis de la pared
celular ya que Rhol activa directamente a la enzima (3-(1,3)-glucan sintasa (Arellano, et
al., 1996; Nakano, et al.,, 1997; Perez y Rincon, 2010) (Figura 11). Las células que
sobreexpresan rhol® poseen una pared mucho mas gruesa y en ocasiones aparecen
células encadenadas, lo que sugiere un papel de Rhol en citoquinesis (Arellano, et al.,
1999a; Arellano, et al., 1997). Cuando se elimina la expresién de rhol® disminuye la
actividad B-(1,3)-glucén sintasa y las células se lisan, fundamentalmente, en el momento

de la separacion (Arellano, et al., 1999a; Arellano, et al., 1997). Se ha descrito una
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proteina denominada PxI1, que tiene un papel en la formacion y contraccion del anillo de

actomiosina y es capaz de modular la actividad de Rhol (Pinar, et al., 2008).

En S. pombe Rhol estd también implicado en el control de otros procesos
morfogenéticos ya que su sobreexpresion produce una pérdida completa de la polaridad
de la actina (Arellano, et al., 1997). La sobreexpresion del alelo rhol-G15V, que codifica
para una proteina constitutivamente activa, causa la aparicion de acumulos de actina
mientras que la eliminacion de la expresion de rhol® hace que se desorganice la misma,
indicando que esta GTPasa es necesaria para la polimerizaciéon de actina y, por tanto,
debe actuar a través de otras proteinas efectoras ademas de la B-(1,3)-glucan sintasa
(Arellano, et al., 1997).

Se han descrito otras dos proteinas dianas de Rhol en S. pombe, Pckl y Pck2,
homologas a Pkcl de S. cerevisiae (Figura 11). La delecién de cualquiera de los genes
pckl” o pck2® no es letal, pero si lo es la doble delecién. Esto indica que comparten una
funcion esencial (Toda, et al., 1993). Rhol en su forma activa (unido a GTP), al igual que
la GTPasa Rho2, es capaz de interaccionar con estas quinasas incrementando la
estabilidad de las mismas (Arellano, et al., 1999b; Villar-Tajadura, et al., 2008) e inducir
indirectamente la sintesis de pared celular a través de ellas. La disminucion de la
expresion de Pckl o de Pck2 en ausencia de la otra provoca una reduccion del 40-50%
de la actividad B-(1,3)-glucan sintasa (Arellano, et al., 1999b). Pck2 es, ademas, el
principal activador de
la ruta MAPK de (1-3)-B-D-glucan

- idad celul sintasa (Bgs1-4)
integridad celular por
g p 4 [ Rgf1 || Rgf2 || Raf3 | / T
m

debajo de Rho2 (Ma, GEFs

et al., 2006), ,
; Rhol
mientras que Pckl 0

6DP

pudiera realizar un

efecto de activacion GAPs Acha
de la ruta solo a --- ot
través de Rhol, de A \ dial;ucéss
una manera mucho PPZA" ™,

mas débil (Sanchez- Pab1

Mir, et al., 2014).
Figura 11.- Proteinas efectoras y reguladoras de la GTPasa Rhol en S. pombe.
Las lineas continuas corresponden a interacciones ya demostradas, las lineas
Se han discontinuas representan posibles mecanismos de requlacion.

identificado tres
proteinas GEF de Rhol, denominadas Rgfl, Rgf2 y Rgf3 (Cruz, et al., 2013; Garcia, et
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al., 2009a; Garcia, et al., 2006; Garcia, et al., 2009b; Morrell-Falvey, et al., 2005; Mutoh,
et al., 2005; Perez y Rincon, 2010; Tajadura, et al., 2004) (Figura 11). Rgfl es el principal
GEF de Rhol, implicado en activar a esta proteina en el complejo 3-(1,3)-glucén sintasa
necesario en la biosintesis de la pared celular. Rgfl también es requerido para la
reorganizacion de la actina en las células, durante el cambio de crecimiento monopolar a
crecimiento bipolar en NETO (Garcia, et al., 2006). Ademas, esta proteina GEF actua por
encima del médulo de MAPKSs en la ruta de integridad celular (Cruz, et al., 2013; Garcia,
et al., 2009b) y se ha demostrado recientemente que se acumula en el nucleo de forma
dependiente del checkpoint de replicacion de ADN y es importante para la tolerancia al

estrés replicativo (Munoz, et al., 2014).

La proteina Rgf2 realiza una funcion esencial durante el proceso de esporulacion
y coopera con Rgfl en el crecimiento polarizado y en la regulacion de la biosintesis de la

pared durante el crecimiento vegetativo (Cruz, et al., 2013; Garcia, et al., 2009a).

Rgf3 es esencial para la integridad celular y especificamente regula la sintesis de
B-(1,3)-glucano del septo de divisién, a través de Rhol (Cruz, et al., 2013; Morrell-Falvey,
et al., 2005; Tajadura, et al., 2004).

Existe otra proteina RhoGEF, Gef2, que se localiza en los nodos corticales y
coordina junto a la Polo quinasa Plol la seleccion del sitio de divisién (Guzman-Vendrell,
et al., 2013; Moseley, et al., 2009; Ye, et al., 2012; Zhu, et al., 2013). Se ha propuesto
gue podria interaccionar con las GTPasas Rho4 y Rho5 (Zhu, et al., 2013) y en nuestro
laboratorio hemos visto que podria ser GEF de Rhol (datos no publicados).
Recientemente, también se ha descrito que Etdl, elemento clave de la cascada SIN
(Septation Initiation Network) (Daga, et al., 2005), y la fosfatasa PP2A-Pabl funcionan
regulando a Rhol de forma positiva y negativa, respectivamente, para, mantener la
integridad celular, controlar la septacion y la sintesis de pared celular durante el

crecimiento vegetativo (Alcaide-Gavilan, et al., 2014) (Figura 11).

En S. cerevisiae, las proteinas transmembrana de la familia WSC (Slgl/Wscl,
Wsc2 y Wsc3) y la pareja Mid2-Mtl1 (Jendretzki, et al., 2011; Rodicio y Heinisch, 2010),
actuan como mecanosensores activando a Rhol frente a diferentes estimulos (Green, et
al., 2003; Philip y Levin, 2001; Vay, et al., 2004). Sin embargo, en S. pombe, los
mecanismos de sefalizacion desde la superficie celular a las GTPasas Rho son poco
conocidos. Recientemente se ha descrito que las proteinas homélogas a Wscl y Mid2 en
S. pombe (Wscl y Mtl2) son necesarias para el mantenimiento de los niveles activos de

Rhol bajo estrés cronico de pared celular (Cruz, et al., 2013).
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Hasta el momento se han identificado tres GAPs de Rhol, Rgal, Rga5 y Rga8
(Calonge, et al., 2003; Nakano, et al., 2001; Yang, et al., 2003) y una proteina GDI, Rdil,
la Unica descrita en S. pombe, que también se une a Rho4 y Cdc42, aunque se

desconoce el proceso celular en el que participa (Nakano, et al., 2003) (Figura 11).

Rgal tiene un papel importante en el crecimiento celular y la morfogénesis, ya que
las células carentes de esta proteina son aberrantes, los parches de actina estan
deslocalizados y la pared celular presenta un extraordinario engrosamiento. Ademas
cuando se sobreexpresa rgal® se inhibe el crecimiento y las células tienen muchos
defectos morfologicos. Esta proteina co-localiza con Rhol en las areas de crecimiento

activo y septo (Nakano, et al., 2001).

Rga5 es una reguladora negativa especifica de Rhol en funciones de integridad
celular y en la citoquinesis. Es una proteina asociada a la membrana que se localiza en
las zonas de crecimiento activo y en el septo. Regula negativamente la actividad 3-(1,3)-

glucan sintasa y la interaccion de la GTPasa Rhol con Pckl (Calonge, et al., 2003).

Rga8 tiene actividad GAP in vivo frente a Rhol pero su papel regulador de esta
GTPasa es una incégnita. No obstante, se ha demostrado que Rga8 esté regulada por
Shkl, quinasa efectora de Cdc42, por lo que esta GAP podria participar en la
comunicacion entre las dos GTPasas de la familia Rho esenciales en S. pombe, Rhol y
Cdc42 (Yang, et al., 2003).

4.3.2 Rho2

En S. pombe el gen rho2® fue identificado en un screening de genes cuya
sobreexpresion causaba morfologia aberrante. La sobreexpresién de rho2” es letal,
causa alteraciones morfoldgicas, despolarizacion de actina y un incremento en la
biosintesis del a-glucano (Calonge, et al.,, 2000; Hirata, et al., 1998). Rho2 es una
proteina asociada a la membrana y se concentra en las areas de crecimiento activo y en
el septo (Hirata, et al., 1998). Esta GTPasa en estado activo interacciona con Pckl y con
Pck2 (Arellano, et al., 1999b). Sin embargo, solo Pck2 se ha descrito como proteina
transmisora de la sefial de Rho2 ya que todos los efectos causados por la sobreexpresion
de rho2" se suprimen en ausencia de Pck2 (Calonge, et al., 2000). La delecién de rho2*
no es letal, pero presenta defectos en la integridad de la pared celular (Hirata, et al.,
1998). Las células carentes de rho2" tienen defectos similares a los descritos en la cepa

pck2A, una pared & delgada que las células silvestres y mayor sensibilidad al
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tratamiento con B-glucanasas y con compuestos inhibidores de la sintesis de pared

(aculeacina A y papulacandina B) (Calonge, et al., 2000).

Rho2 esta involucrada en la regulacibn de Mokl (Agsl), la posible a-glucan
sintasa, a través de la quinasa Pck2. rho2A y pck2A son sintéticos letales con la cepa
mutante hipoactiva mok1-664 y ambas proteinas son necesarias para localizar a la
posible a-glucén sintasa en las areas de crecimiento activo (Calonge, et al., 2000). Se ha
propuesto que aunque las funciones en la integridad de pared celular de Rhol y Rho2
son diferentes, debe existir un solapamiento parcial ya que, si bien la sobreexpresion de
rho2" no rescata la letalidad de la delecion de rhol”, la sobreexpresion de rhol® rescata

parcialmente la sensibilidad de la cepa rho2A a la aculeacina A (Hirata, et al., 1998).

Ademas de su papel en la biosintesis de pared, Rho2, también a través de Pck2,
activa la ruta MAPK de integridad celular formada por el médulo Mkh1-Pek1-Pmk1 (Cruz,
et al., 2013; Loewith, et al., 2000; Ma, et al., 2006; Sengar, et al., 1997; Sugiura, et al.,
1999; Toda, et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). La sobreexpresion de
rho2" deja de ser letal cuando se elimina Mkh1, Pekl o Pmk1 de la célula, al igual que
ocurre con la sobreexpresion de pck2®, lo cual sitita a Rho2 y Pck2 por encima del
moédulo de MAPKSs en la ruta de integridad celular. Ademas, la sobreexpresion de rho2* o
pck2" incrementa en gran medida los niveles de fosforilacion de Pmk1 (Ma, et al., 2006).
Pck2 interacciona fisicamente con Mkhl, indicando que esta quinasa puede activar

directamente a la MAPKKK y asi transmitir la sefial (Barba, et al., 2008).

AUn no se ha descrito ninguna proteina GEF para Rho2. Sin embargo, se conocen
al menos tres proteinas GAP para esta GTPasa: Rga2, Rga4 y Rga7 (Soto, et al., 2010;
Villar-Tajadura, et al., 2008).

4.3.3 Rho3

La GTPasa Rho3 no es esencial a temperatura ambiente, pero a 37°C las células
de S. pombe carentes de Rho3 mueren presentando los parches de actina
deslocalizados, morfologia aberrante y, en algunos casos, células multitabicadas. Rho3
se localiza en la membrana y esta concentrada en las regiones de crecimiento y de
division (Nakano, et al., 2002).

Rho3 se aisl6 como supresor multicopia de la estirpe mutante termosensible del
exocisto sec8-1 (Wang, et al., 2003) y existe interaccion genética de rho3A con las cepas

mutantes sec8-1 y exo70A. Ademas, la cepa rho3A acumula vesiculas a 37°C y muestra
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una secrecioén de fosfatasa 4cida reducida (Wang, et al., 2003). Por ello, se ha propuesto
gue Rho3 es un modulador de la funcién del exocisto. Se ha descrito que las versiones
constitutivamente activas de Rho3 y de Cdc42 se unen a la formina For3 (Nakano, et al.,
2002) aunque, hasta ahora, no se ha demostrado que Rho3 participe en su activacion.
Ademas, se ha sugerido que Rho3 podria regular a la miosina de tipo V, Myo52 (Nakano,
et al.,, 2002). También se ha descrito que Rho3 participa en la regulacion del trafico del
aparato de Golgi a endosomas, donde esta GTPasa coordinaria el trafico de membranas

interaccionando con la clatrina del complejo adaptador AP-1 (Kita, et al., 2011).

4.3.4 Rho4

Rho4 es la Unica GTPasa de la familia Rho en S. pombe que se localiza
exclusivamente en la regién de division. Su delecién produce defectos de separacion
celular a alta temperatura (Nakano, et al., 2003; Santos, et al., 2003). Se ha sugerido que
Rho4 actia sobre el citoesqueleto de actina y de microtdbulos ya que la falta de ésta
produce una deslocalizacion parcial de los parches de actina y la incorrecta polarizacion
de los haces de microtubulos (Nakano, et al., 2003). La sobreexpresion de Rho4 causa
lisis, probablemente debido a defectos en la pared ya que la lisis es suprimida por la
presencia de un estabilizador osmético. En este sentido, cabe destacar la funcién
antagobnica de Rho4 y Rhol en la biogénesis de la pared celular. Rhol activa a las
enzimas biosintéticas y Rho4 regula la secrecién y localizacion de las enzimas que
participan en la degradacién de la pared, Agnl y Engl (Santos, et al., 2005), aunque su

relacion con el complejo del exocisto esta por establecer.

Recientemente se ha descrito que Gef2 actla a través de Rho4 regulando la
citoquinesis tardia y que, junto con Nodl, esta proteina esta implicada en la localizacién
de Rho4 en la regién de division (Zhu, et al., 2013). También se ha sugerido que la GAP

Rga7 podria estar regulando a Rho4 durante la citoquinesis (Perez y Rincon, 2010).

4.3.5 Rho5

En S. pombe Rho5 es una proteina muy similar a Rhol (86% de identidad). Esta
GTPasa no es esencial pero su sobreexpresion rescata la letalidad de la delecion de
Rhol. Esto indica que Rho5 puede realizar las funciones de Rhol aunque de forma
menos eficiente (Nakano, et al., 2005; Rincon, et al., 2006). Se ha demostrado que Rho5

se expresa en fase estacionaria, en condiciones de falta de nutrientes y en los procesos
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de conjugacioén celular (Rincon, et al., 2006). De hecho, la expresién de alelos de Rho5
constitutivamente activos o inactivos, produce esporas con morfologia aberrante y con
poca o ninguna viabilidad, lo que implica a Rho5 en el proceso de esporulaciéon (Rincon,
et al., 2006). Aunque no se ha descrito ningun regulador especifico para esta GTPasa,
recientemente se ha demostrado que Gef2 interacciona con Rho5, pudiendo estar

implicada en su regulacion (Zhu, et al., 2013).

4.3.6 Cdc42

La GTPasa Cdc42 es esencial, participa en el control del crecimiento celular
polarizado y en el proceso de morfogénesis en S. pombe (Miller y Johnson, 1994). Cdc42
se localiza en las membranas internas y en la membrana plasmatica, estando mas
concentrada en los polos de crecimiento y en el septo (Merla y Johnson, 2000). Cdc42
interacciona en su forma activa con las quinasas Shk1 (Marcus, et al., 1995; Ottilie, et al.,
1995) y Shk2 (Sells, et al., 1998; Yang, et al., 1998), con la formina For3 (Martin, et al.,
2007; Nakano, et al., 2002) y con Pob1 (Rincon, et al., 2009) (Figura 12).

Shk1l es
quinasa esencial de la
PAK

una

familia necesaria

para el crecimiento
polarizado, el control del
ciclo celular y la
citoquinesis (Kim, et al.,

2003; Marcus, et al., 1995;

Figura 12.- Proteinas efectoras y reguladoras de la GTPasa Cdc42 en S.
pombe. Figura adaptada de Pérez y Rincén, 2010.

26

Shk1 Ottilie, et al., 1995; Verde,
\ \‘ \ et al.,, 1995). Shk2 no es
T esencial y sus funciones
Ruta Ruta Exocitosis _
MAPK de IMtAPlfddZ son parcialmente
: it ntegrida
Coningacion : redundantes con las de
Polarizacion v v Ednes (a:r;ngllgée hk1 I | 1998:
_ del Respuesta Respuesta de Actina S (Sells, et al., 1998;
Citoesqueleto a a Integridad
de Actina Feromonas Celular Yang, et al., 1998) Se ha

descrito como funcién

especifica de Shk2 la

activacion de la ruta



INTRODUCCION

MAPK de integridad celular (Merla y Johnson, 2001). Sin embargo, en estudios
posteriores se observo que la activacion de Pmk1l en respuesta a diferentes tipos de
estrés es independiente de Shk2 (Madrid, et al., 2006).

Cdc42 juega un papel esencial en la regulacién del crecimiento polarizado a
través del ensamblaje de cables de actina, ya que es necesaria para activar y localizar a
la formina For3 (Feierbach y Chang, 2001; Nakano, et al., 2003; Sawin, 2002) (Matrtin, et
al., 2007) (Kokkoris, et al., 2014), y a través de la localizacion del complejo del exocisto
(Bendezu y Martin, 2011; Estravis, et al., 2011; Rincon, et al., 2014). La interaccion de
Cdc42 activa con For3 es facilitada por la proteina Pobl (Martin, et al., 2007; Rincon, et
al., 2009). Pobl es esencial y esta implicada en el crecimiento polarizado y en la
septaciéon (Toya, et al.,, 1999). Esta proteina ademas de servir como proteina de
andamiaje para Cdc42 y For3 esta implicada en la localizacion del exocisto dependiente
de Cdc42 (Estravis, et al., 2011; Nakano, et al., 2011), por lo que el complejo Cdc42-
Pobl podria regular dos rutas paralelas, necesarias para un correcto crecimiento
polarizado (Bendezu y Martin, 2011) (Rincon, et al., 2014). Cdc42 podria, ademas,
participar en el trafico endosoma-vacuola, en la integridad vacuolar asi como contribuir en
la fusién de las vesiculas a la membrana plasmatica (Estravis, et al., 2012; Estravis, et al.,
2011; Rincon, et al., 2014).

La GTPasa Cdc42 en S. pombe esta regulada por dos GEFs, Rall/Scdl y Gefl, y
una GAP, Rga4 (Coall, et al., 2003; Chang, et al., 1994; Das, et al., 2007; Fukui y
Yamamoto, 1988; Hirota, et al., 2003; Rincon, et al., 2014; Tatebe, et al., 2008) (Figura
12). Scdl esta implicada en la regulacion del crecimiento apical y es necesaria para la
respuesta sexual, pues scdlA es incapaz de conjugar (Chang, et al., 1994) y tiene
defectos en endocitosis (Murray y Johnson, 2001). Scdl pone en contacto a las GTPasas
Rasl y Cdc42, formando un complejo macromolecular que incluye, ademas, a la proteina
adaptadora Scd2 y a la quinasa de la familia PAK Shk1, para regular la morfologia celular
y el proceso de conjugacion mediante el control de la ruta MAPK de respuesta a
feromonas (Chang, et al., 1999; Chang, et al., 1994; Fukui y Yamamoto, 1988; Tu, et al.,
1997). Gefl participa en el proceso de citoquinesis y en la transicidbn de crecimiento
monopolar a bipolar. Se localiza fundamentalmente en la regiéon de divisibn aunque
también puede detectarse en los polos de crecimiento (Coll, et al., 2003). Rga4 es la
Unica proteina descrita con actividad GAP sobre Cdc42 y participa en el control del
diametro celular (Das, et al., 2007; Tatebe, et al., 2008). Rga4 se localiza en la membrana

lateral de la célula, excluida de las zonas de crecimiento.
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Las proteinas reguladoras de la GTPasa Cdc42: Scdl, Scd2 y Rga4 participan en
el control espacial de la activacion de Cdc42 determinando la superficie de crecimiento
polarizado. Se ha propuesto un modelo de fluctuacién de la actividad de Cdc42 entre los
polos de S. pombe, que permitiria alcanzar de una forma maés rpida y eficaz el
crecimiento bipolar (Das, et al., 2012; Rincon, et al., 2014). También se ha propuesto
recientemente que la fosfatasa Dis2 unida a Tead4 regula el crecimiento localizado
promoviendo la localizacion de Gefl y la exclusion de Rga4 de las zonas de crecimiento
(Kokkoris, et al., 2014). En nuestro laboratorio hemos identificado a la proteina Rga6
como otro GAP de Cdc42 que se localiza en las zonas de no-crecimiento celular y, junto
con Rga4, regula el mantenimiento del diametro y el crecimiento polarizado en S. pombe
(Rincon, et al., 2014) (Figura 12).

5. LAS RUTAS DE MAPKs

Todos los organismos han desarrollado una respuesta de supervivencia rapida,
cuando estan expuestos a condiciones medioambientales adversas (Estruch, 2000;
Hohmann, 2002). Las células presentan sensores que detectan cambios moleculares y
un mecanismo de transmision de la sefal, que produce una respuesta especifica frente a
estas condiciones, tales como inhibicion de la traduccion, cambios en la expresion
génica, bloqueo del ciclo celular, etc. Todo ello garantiza la supervivencia en las nuevas

condiciones de crecimiento (Perez y Cansado, 2010).

Numerosos estudios han destacado la importancia de las rutas de sefializacion
mediadas por las proteinas quinasas activadas por mitégenos, MAPKSs, en la respuesta
de las células eucariotas frente a distintos estimulos ambientales y situaciones de estrés.
Tales rutas, que se encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucion,
presentan una organizacion basica que abarca: 1) Mecanismos sensores para la
deteccion de la sefal, que seran distintos dependiendo del estimulo, como receptores
transmembranales acoplados a proteinas G, sistemas de regulacion de dos
componentes, proteinas integrales de membrana, etc.; 2) un médulo de transmision que
incluye tres quinasas altamente conservadas: la MAP quinasa quinasa quinasa
(MAPKKK), la MAP quinasa quinasa (MAPKK) y la MAP quinasa (MAPK), que
procederan a transmitir la sefial por fosforilacion secuencial (Bardwell, 2006; Qi y Elion,
2005); 3) proteinas fosforiladas por la MAPK, principalmente factores de transcripcion, asi
como proteinas reguladoras del ciclo celular, proteinas de unién al ARN (Dean, et al.,

2004) y una amplia variedad de sustratos citoplasmaticos (Perez y Cansado, 2010).
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En respuesta a distintos estimulos, la MAPKKK es activada por otras quinasas o
por GTPasas de la familia Ras o Rho. Esta MAPKKK activada se encargara de fosforilar
en residuos de serina o treonina a la MAPKK. La MAPKK, también llamada MEK, es una
quinasa de especificidad dual que reconoce y fosforila los residuos de treonina y tirosina
en la secuencia T-X-Y (X=prolina, &cido glutamico o glicina) del motivo de activacion de la
MAPK, que es el dltimo componente del modulo. Una vez activada, la MAPK puede

fosforilar las proteinas efectoras (Perez y Cansado, 2010).

Cuando las células se adaptan a las nuevas condiciones ambientales, las
cascadas de MAPKs deben ser desactivadas por reguladores negativos, que modulan la
duracién e intensidad de la sefial transmitida (Karin y Hunter, 1995). Entre estos
inhibidores se encuentran las fosfatasas de MAPKSs, que controlan el nivel de activacion,
adaptacion y recuperacion de cada ruta, y que se agrupan en fosfatasas de especificidad

dual, fosfatasas de tirosina y fosfatasas de treonina/serina (Karin y Hunter, 1995).

En las células de mamiferos existen varias rutas MAPKs con distintas funciones y
se agrupan en tres familias: ERK, p38 y JNK. Los grupos ERK y p38 presentan
homdlogos en levaduras y tienen los motivos de fosforilacién dual Thr-Glu-Tyr y Thr-Gly-
Tyr, respectivamente. Mientras que el grupo JNK, solamente ha sido descrito en
mamiferos y se fosforilan en el motivo Thr-Pro-Tyr (Davis, 2000). Las rutas ERK1 y ERK2
estan principalmente implicadas en la proliferacion y diferenciacion celular, mientras que

las rutas JNK y p38 participan en

- Ruta de Ruta de Ruta de
la respuesta a estres y por ello son respuesta a respuesta a integridad
4 feromonas estrés celular
llamadas tambien SAPKs (Stress . N P " g N .
Activated Protein Kin ases) Ausencia de nitrégeno Estrés Separacion celular
- - bl Feromonas . Estrés
Kyriakis y Avruch, 2001; Perez : : :
(Ky y y v v v

Cansado, 2010). mapkkk [((Byrz ) (WakD(Wint D) [Cmknt

¢ cororsne <o o | M (@D [TQED | (G
En . cerevisiae se hnan MAPK @ @ @

caracterizado cinco rutas de . : :
, v v v
MAPKs. Cuatro de ellas estan Diferenciacion Respuesta a estrés Integridad celular
sexual: global Citoquinesis

Homeostasis
ionica

presentes en células vegetativas: conugacin y
Fus3, Kssl1, Hogl y Slt2/Mpk1, que

Control del cicle

Figura 13.- Rutas de MAPKs en S. pombe. Figura adaptada de
regulan la respuesta a feromonasy | peérez y Cansado, 2010.

conjugacion, la filamentacion e
invasividad, crecimiento en condiciones de osmolaridad elevada y la integridad celular,
respectivamente. La quinta ruta de MAPKs, Smk1, esta implicada en la regulacién de la

sintesis de la pared de las ascosporas (Krisak, et al., 1994).
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Sin embargo, S. pombe soélo tiene tres rutas de MAPKSs: la ruta de respuesta a
feromonas, que presenta a Spkl como elemento central (Shiozaki y Russell, 1995); la
ruta de repuesta a estrés con Styl/Spcl como MAPK (Toda, et al., 1991); y la ruta de
integridad celular con Pmk1/Spm1 como nucleo central (Loewith, et al., 2000; Sengar, et
al., 1997; Sugiura, et al., 1999; Toda, et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997)
(Figura 13). Mientras que las rutas de estrés de S. pombe y HOG de S. cerevisiae son
homodlogas a las rutas de estrés JNK y p38 de mamiferos, la ruta de integridad celular de
S. pombe presenta un alto grado de conservacion con las quinasas ERK1/2 de

mamiferos y la ruta Slt2/Mpk1 de S. cerevisiae.

5.1 Larutade MAPK de respuesta a feromonas en S. pombe

Las células de S. pombe en ausencia de nutrientes, pueden llevar a cabo la
reproduccion sexual. Para ello se tiene que dar inicialmente la diferenciacion sexual, lo

gue implica la regulacion de manera ordenada de muchos genes.

En condiciones de ausencia de nitrogeno, Stell, factor de transcripcién que
regula un gran nimero de genes necesarios para la conjugaciéon y la meiosis (Mata y
Bahler, 2006; Sugimoto, et al., 1991), activa la transcripcién de mat1-Pc en las células h*
y de matl-Mc en las células h'. Los productos de estos genes inducen la expresion de los
genes especificos de cada tipo sexual (Davey, 1992; Imai y Yamamoto, 1994; Kitamura y
Shimoda, 1991; Kjaerulff, et al., 1994; Tanaka, et al., 1993). De este modo, en las células
h* se secreta el factor P y en las células h™ se secreta el factor M (Davey, 1992; Imai y
Yamamoto, 1994). Tras la unién de las feromonas, el correspondiente receptor de cada
tipo sexual se acopla a Gpa1, subunidad Ga de una proiea G trimérica, y la activa.
Gpal, a su vez, activa la cascada de MAPKs que comprende Byr2 (MAPKKK), Byrl
(MAPKK) y Spkl (MAPK) (Gotoh, et al., 1993; Nadin-Davis y Nasim, 1988; Neiman, et al.,
1993; Wang, et al., 1991). En respuesta a las feromonas, la cascada Byr2-Byrl-Spkl
aumenta la expresion de stell® y de genes adicionales necesarios para la conjugacion y
la meiosis (Aono, et al., 1994; Kjaerulff, et al., 2005; Ozoe, et al., 2002; Xue-Franzen, et
al., 2006).
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5.2 Larutade MAPKs de respuesta a estrés en S. pombe

La ruta MAPK de respuesta a estrés realiza una funcion critica en el control de la
respuesta celular al estrés en S. pombe. Las cepas mutantes carentes de algunos de sus
principales componentes muestran ciertos fenotipos, como pueden ser una morfologia
celular alargada a causa de un defecto en la transicion de fase G2 a M, una baja
viabilidad celular en fase estacionaria, sensibilidad a estrés causado por metales
pesados, al choque térmico y al frio entre otros agentes. Ademas presentan defectos en
la iniciacién de la meiosis tras la privacion de nitrégeno, y no reinician de forma apropiada
el ciclo celular después de un estrés (Millar, et al.,, 1995; Perez y Cansado, 2010;
Shiozaki y Russell, 1995b; Shiozaki y Russell, 1996; Soto, et al., 2002; Warbrick y Fantes,
1991; Wilkinson, et al., 1996).

El médulo de MAPKs de la ruta de respuesta a estrés posee dos MAPKKK:
Wak1/Wis4/Wikl (Samejima, et al., 1997; Shieh, et al., 1997; Shiozaki, et al., 1997) y
Winl poseyendo entre ellas un 60% de identidad (Samejima, et al., 1998; Shiozaki y
Russell, 1997). Los sensores y moduladores de la ruta son capaces de activar ambas
guinasas, las cuales seran capaces de fosforilar y activar a la MAPKK Wis1 (Samejima, et
al., 1997; Shieh, et al., 1997) (Figura 14). Esta proteina es esencial para la viabilidad
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Figura 14.- Ruta de MAPKs de respuesta a estrés en S. pombe. Figura adaptada de Pérez y Cansado, 2010.
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celular en multiples condiciones adversas. Se fosforila de manera dual en los residuos
Ser469 y Thr473 presentes en el extremo C-terminal, por cualquiera de las dos MAPKKK
(Samejima, et al., 1997; Samejima, et al., 1998; Shieh, et al., 1997). Wisl se encargara
de activar a la MAPK Styl, en casi todos los estimulos ambientales capaces de inducir la
ruta de respuesta al estrés, por medio de las proteinas Wakl y Winl (Shiozaki, et al.,
1998).

La MAPK Styl/Spcl/Phhl (Kato, et al.,, 1996; Millar, et al., 1995; Shiozaki y
Russell, 1995b) es un miembro de la familia de MAPKs activadas por estrés, que incluye
también a Hogl de S. cerevisiae y a las quinasas de células eucariotas superiores p38 y
JNK. S. pombe integra la respuesta frente a multiples condiciones de estrés por medio de
la activacién de Styl, un rasgo que comparte con células eucariotas superiores, que
activan a p38 y JNK en condiciones similares (Tibbles y Woodgett, 1999) (Figura 14). En
condiciones basales Styl se localiza principalmente en el citoplasma, pero una vez
fosforilada y unida a Wis1, como respuesta a un estrés, es transportada al nacleo, donde
interacciona con sus diferentes proteinas diana (Gaits, et al., 1998; Perez y Cansado,
2010).

Se conoce muy poco sobre la deteccién especifica de los diferentes tipos de
estrés y como se transmiten hacia la cascada de MAPKSs. En el caso del estrés oxidativo
inducido por H,0, la sefal es captada por dos histidina quinasas sensoras, Mak2 y Mak3,
que junto con la fosfotransferasa Mprl/Spyl activan a la proteina reguladora de la
respuesta, Mcs4, encargada de iniciar la cascada MAPK (Aoyama, et al., 2001; Aoyama,
et al., 2000; Nguyen, et al., 2000; Quinn, et al., 2002; Shieh, et al., 1997; Shiozaki, et al.,
1997) (Figura 14). También se ha observado que la enzima glicolitica gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (Tdhl) tiene una funcién esencial en este mecanismo sensor
(Morigasaki, et al., 2008; Perez y Cansado, 2010).

Existen diversas proteinas transmisoras de la sefial de Styl, como son los
factores de transcripcion Pcrl y Atfl (Figura 14). Estos dos factores forman
heterodimeros e inducen la expresion de genes cuyos productos se encuentran
implicados en la respuesta adaptativa de S. pombe frente a diferentes tipos de estrés y
en la regulacién de la entrada en meiosis (Paredes, et al., 2004; Paredes, et al., 2003;
Shiozaki y Russell, 1996; Wilkinson, et al., 1996). Algunos de los genes regulados son:

pyp2* (fosfatasa de tirosina), ste11” y el propio atf1”.

Otras dianas de Styl son las proteinas de unién a ARN Csx1, Cipl y Cip2 (Martin,
et al., 2006; Rodriguez-Gabriel, et al., 2003), las proteinas quinasas Cmk2, Srkl y Plol
(Lopez-Aviles, et al., 2008; Petersen y Hagan, 2005; Sanchez-Piris, et al., 2002; Smith, et

32



INTRODUCCION

al., 2002) y factores reguladores de la traduccion como elF2 y elF3a (Asp, et al., 2008;
Perez y Cansado, 2010) (Figura 14).

La regulacion negativa de la ruta de respuesta a estrés es realizada por las
fosfatasas de las MAPKs que, gracias a su capacidad para desfosforilar residuos de
treonina, de tirosina o de ambos aminoacidos, inactivan a estas proteinas. En S. pombe
las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, asi como las fosfatasas de serina/treonina Ptcl y
Ptc3 se encargan de inhibir a la MAPK Styl (Perez y Cansado, 2010) (Figura 14). Pypl
es la principal fosfatasa de Styl en condiciones basales (Degols, et al., 1996; Samejima,
et al., 1997) y, junto con Pyp2, se localiza en el citoplasma tanto en condiciones normales
como de estrés (Gaits y Russell, 1999). Pypl y Pyp2 desfosforilan a Styl en la tirosina
173 (Degols, et al., 1996; Millar, et al., 1995) mientras que Ptcl y Ptc3 desfosforilan el
residuo de treonina 171 de esta MAPK (Nguyen y Shiozaki, 1999) La expresion basal del
gen pypl® asi como la induccion por estrés de pypl®, pyp2’y ptcl®, estan controladas por
la ruta Styl-Atfl, estableciéndose de esta manera un mecanismo de retroalimentacion
negativa (Degols, et al., 1996; Gaits, et al., 1998; Shiozaki y Russell, 1996; Wilkinson, et
al., 1996).

5.3 Laruta de MAPKs de integridad celular

5.3.1 Larutade MAPKs de integridad celular en S. cerevisiae

En S. cerevisiae se ha descrito que esta ruta es necesaria para la sintesis de
pared regulada por el ciclo celular y que también esta implicada en la respuesta de las
células a diferentes estimulos como son variaciones en la osmolaridad externa, la
temperatura, presencia de feromonas de conjugacion y cambios en el ciclo celular. Las
proteinas que componen esta cascada de MAPKs son: la GTPasa Rhol, su GEF Rom2,
la proteina homologa de la quinasa C Pkcl y el médulo de MAPKSs, formado por la
MAPKKK Bckl, la MAPKK Mkk1/2 y la MAPK SIt2/Mpkl. Bckl activa a las MAPKKs
Mkk1/2, que fosforilan en residuos de tirosina y treonina a Slt2. Bckl y Mkk1/2 asi como
Slt2, se localizan en el citoplasma en condiciones basales y Slt2 se desplaza al nacleo en

respuesta a estrés (Levin, 2005).

Los defectos en la pared celular son detectados por distintos sensores que activan
a la ruta MAPK de integridad celular. Estos receptores de membrana son las proteinas
Wscl-4 y Mid2-Mitl (Levin, 2005), cuyos respectivos genes presentan distintos patrones

de expresion, lo que indicaria que median la sefial en distintas condiciones (Lesage y
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Bussey, 2006). Mid2 esta implicada en el mantenimiento de la integridad de la pared
celular durante la formacion de proyecciones en el proceso de conjugacion y junto con
Wscl esta involucrada en el remodelamiento de la pared celular necesario para el
crecimiento vegetativo. Wscl y Mid2 son capaces de unirse y activar, a través del GEF
Rom2, a la GTPasa Rhol, que activara a su vez a Pkcl, encargada de transmitir la sefal
al modulo de MAPKs (Levin, 2011; Philip y Levin, 2001).

Se han descrito otras dos proteinas que participan en la ruta de integridad
activando a la quinasa Pkcl. Una de ellas es la fosfatidilinositol-4-quinasa, Stt4, que es
capaz de unirse a la membrana plasmatica donde promueve la sintesis de pared celular,
la organizacion del citoesqueleto de actina y la activacion de esta ruta a través de
Rhol/Pkcl (Audhya y Emr, 2002; Strahl y Thorner, 2007; York, 2006). La segunda
proteina es Tor2, una fosfatidilinositol quinasa esencial, implicada en la coordinacion
entre la sefial nutricional y el crecimiento celular, y que también regula la organizacion de
la actina activando a Rom2 y a Pkcl (Facchinetti, et al., 2008; Levin, 2005; Pujol, et al.,
2009).

Una vez localizada y estabilizada por Rhol en las areas de crecimiento, Pkcl es
activada por las quinasas dependientes de fosfoinositidos, Pkhl o Pkh2, activando a la
cascada de MAPKs de la ruta de integridad. Slt2 activa al factor de transcripcién Rim1,
gue regula la expresion de al menos 25 genes implicados en la biosintesis de la pared
celular, incluidos los genes que codifican las B-(1,3)-D-glucan sintasas Fksl y Fks2
(Levin, 2005). Otros de los factores de transcripcion con los que interacciona la MAPK
Slt2 es el complejo Swi4/Swi6 que activa genes de sintesis de pared celular especificos
de las fases G1/S (Perez y Rincon, 2010).

La actividad de la MAPK Slt2, y por consiguiente de la ruta de integridad celular,
es inhibida por las fosfatasas especificas de tirosina Sdpl y Msg5 (Collister, et al., 2002;
Flandez, et al., 2004; Hahn y Thiele, 2002) y recientemente se ha observado que se unen

a Slt2 a través de su dominio YT (I"%?Y*%T%

) (Palacios, et al., 2011; Sacristan-Reviriego,
et al., 2014). Msg5 y Slt2 se regulan reciprocamente. Msg5 desfosforila a Slt2 y reduce su
actividad. A su vez, Slt2 fosforila a Msg5 y disminuye su afinidad de unién a Slt2 y, por

tanto, su capacidad de inhibirla (Flandez, et al., 2004).
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5.3.2 Laruta de MAPKs de integridad celular en S. pombe

En la levadura de fisién, la ruta de integridad celular participa en la regulacion de
la sintesis de la pared celular, la citoquinesis, la morfogénesis, la fusion de las vacuolas
durante el estrés hipoténico y la homeostasis idnica (Bone, et al., 1998; Loewith, et al.,
2000; Sugiura, et al., 1999; Toda, et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). La
ausencia del elemento central de esta ruta, la MAPK Pmk1/Spm1 provoca sensibilidad
osmatica en presencia de elevadas concentraciones de potasio, cambios evidentes en la
morfologia celular, multiseptacion (especialmente en situaciones de estrés térmico u
osmatico), e hipersensibilidad ap -glucanasas (Loewith, et al., 2000; Sengar, et al., 1997;
Sugiura, et al.,, 1999; Toda, et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997). En S.
pombe, la ruta de integridad celular posee una Unica MAPKKK, Mkhl (Sengar, et al.,
1997) (Figura 15), responsable de la transmision de la sefial de activacion al resto de

componentes del médulo, que interaccionan entre ellos formando un complejo ternario

PC Estrés

( Nucleo

Figura 15.- Ruta de MAPKs de integridad celular en S. pombe.
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(Loewith, et al., 2000). Mkh1 se encuentra en el citoplasma y en el septo de division
(Madrid, et al., 2006).

En respuesta a un estimulo activador de la ruta, la MAPKK Pekl es fosforilada y
activada por Mkh1l (Figura 15), transfiriendo posteriormente la sefial a la MAPK (Sugiura,
et al., 1999). Al igual que Mkhl, Pekl es una proteina presente en el septo y el
citoplasma (Madrid, et al., 2006). Curiosamente Pek1, en ausencia de estimulos externos,
es capaz de unirse en su forma inactiva (desfosforilada) a la MAPK de la ruta Pmk1,

actuando como un potente inhibidor de la misma (Sugiura, et al., 1999).

La MAPK Pmk1/Spml constituye el elemento central de la ruta de integridad
celular (Sengar, et al., 1997; Toda, et al., 1996) (Figura 15). Pmk1 es una proteina de 48
kDa que puede ser fosforilada por Pekl en dos residuos conservados de treonina y
tirosina en las posiciones 186 y 188 respectivamente (Sugiura, et al., 1999). La MAPK
esta localizada en el ndcleo y citoplasma, asi como en el huso mitético, el cuerpo polar
del huso (SPB) y el septo durante la division celular. Tanto su forma activa como inactiva
son capaces de atravesar la envuelta nuclear (Madrid, et al., 2006). El transporte nucleo-
citoplasma de Pmk1 activa no parece ser importante para su actividad biol6gica pero si
para su regulacion negativa llevada a cabo por fosfatasas especificas en la regién nuclear
(Sanchez-Mir, et al., 2012).

Diversas condiciones de estrés son capaces de activar a Pmk1, tales como: el
estrés hipo e hiper-osmdtico, la ausencia de glucosa, el dafio en la pared celular y el
estrés oxidativo (Madrid, et al., 2006; Perez y Cansado, 2010). Aun no esta clara la
identidad de los posibles sensores implicados en la deteccion y activacion de esta ruta.
Las proteinas Wscl y Mtl2, similares a las proteinas sensoras de S. cerevisiae, activan a
la GTPasa Rhol pero no parecen afectar la sefializacion de la MAPK de integridad (Cruz,
et al., 2013).

La GTPasa Rho2 es la principal activadora, a través de Pck2, de la transmision de
la sefial hacia el m6édulo Mkh1-Pekl1l-Pmk1 (Ma, et al., 2006) (Figura 15) pero no se sabe
nada de como se activa Rho2 ni de qué proteinas pueden ser GEF de esta GTPasa. Si
se sabe que las GAPs de Rho2: Rga2, Rgad4 y Rga7, son capaces de modular
negativamente la funcién de Pmk1 al actuar como reguladores negativos de la actividad
de esta GTPasa (Soto, et al., 2010; Villar-Tajadura, et al., 2008). Rho2 actta por encima
de Pck2, que a su vez interacciona y activa a Mkhl, la MAPKKK del mddulo, en
respuesta a distintos estreses (Barba, et al., 2008; Ma, et al., 2006). Asi, la activacion de
Pmk1 inducida por estrés hipo- o hipertonico depende totalmente de la sefializacion
mediada por Rho2-Pck2, mientras que la activacion durante la separacion celular o el
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tratamiento con peréxido de hidrogeno son completamente independientes de ambas
proteinas. Otros estreses, como la privacion de glucosa o el dafio en la pared celular se
canalizan tanto a través de Pck2 como por medio de rutas alternativas (Madrid, et al.,
2013). Estudios recientes han demostrado que, en determinadas condiciones de estrés
de pared celular, Rhol y Pckl pueden activar también la ruta MAPK de integridad celular

aunque en mucha menor medida que Rho2 y Pck2 (Sanchez-Mir, et al., 2014).

Entre las escasas dianas celulares conocidas de Pmkl se encuentran Rncl y
Nrdl, dos proteinas de union a ARNm (Figura 15). Rncl, una vez fosforilada por Pmk1,
se une y estabiliza al ARN mensajero de Pmp1, una fosfatasa de especificidad dual que
desfosforila la forma activada de Pmk1 (Sugiura, et al., 2003; Sugiura, et al., 1998). Sin
embargo, la fosforilacion de Nrdl por esta MAPK, evita que se una y estabilice a sus
ARNm dianas (como el del gen cdc4’, que codifica la cadena ligera de la miosina ),
regulando negativamente su actividad (Satoh, et al., 2009). Se ha descrito que en
condiciones de dafo en la pared celular, Pmkl es capaz de fosforilar y activar a Atfl
(Takada, et al., 2007) (Figura 15), el factor de transcripcion clave en la ruta MAPK de
respuesta al estrés en S. pombe (Wilkinson, et al., 1996). De esta forma, se propone que
la ruta de integridad y la ruta de estrés convergen en Atfl, para activar genes necesarios
en la reparacion de dafios celulares (Takada, et al., 2007). Otro factor de transcripcion
que parece interaccionar con Pmk1 es Mbx1, implicado, junto con Atfl, en transcribir el
gen ecm33” que codifica una proteina de pared con motivo GPI (glicosil-fosfatidil-inositol).

Esta proteina regula negativamente la sefializacion de Pmk1 (Takada, et al., 2010).

La fosfatasa Pmpl es la principal reguladora negativa de Pmk1 (Sugiura, et al.,
1998) (Figura 15). Se trata de una fosfatasa de especificidad dual que interacciona, a
través de su dominio IYT (I"%Y*°*T**) con Pmk1, inactivdndola al desfosforilar los
residuos de Tyr'® y Thr'® de la MAPK (Sacristan-Reviriego, et al., 2014; Sugiura, et al.,
1998). La estabilidad del ARNm de pmp1* depende de la funcién de la proteina de unién
a ARN Rncl, cuya actividad es regulada positivamente por la fosforilacién producida por
Pmk1, estableciéndose asi una retroalimentacién negativa (Perez y Cansado, 2010;
Sugiura, et al., 2003).

Las fosfatasas de tirosina Pypl y Pyp2, y las fosfatasas de serina/treonina Ptcl y
Ptc3, mencionadas anteriormente como reguladores negativos de la MAPK Styl (Degols,
et al., 1996; Gaits, et al.,, 1998; Shiozaki y Russell, 1996; Wilkinson, et al., 1996), son
también capaces de asociarse y desfosforilar a Pmk1 (Madrid, et al., 2007; Takada, et al.,
2007) (Figura 15). Pypl y Ptcl controlan los niveles de activacion basal de Pmkl,

mientras que Pypl, Pyp2 y Ptcl limitan la hiperactivacién de esta MAPK durante el estrés
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osmatico (Madrid, et al., 2007). Los niveles de transcripcion de estas cuatro fosfatasas
estan determinados por la funcion de Styl-Atfl, lo que pone de manifiesto una
interrelacion entre las rutas de MAPKs de Pmk1 y Styl. Asi, las actividades de Styl y
Atfl son necesarias para una correcta desactivacion de la MAPK Pmk1l en células
sometidas a estrés osmotico (Madrid, et al., 2007; Madrid, et al., 2006; Perez y Cansado,
2010).

6. LA FOSFATASA CALCINEURINA

La calcineurina es una fosfatasa de tipo 2B dependiente de Ca*/calmodulina y
uno de los cuatro tipos principales de fosfatasas especificas de serina/treonina presentes
en las células eucariotas (Cohen, 1989). Aunque originariamente fue descubierta en el
tejido neuronal (Klee y Krinks, 1978; Wang y Desai, 1977), la calcineurina esté distribuida
ampliamente en todas las células y muy conservada desde las levaduras al hombre. Esta
fosfatasa es un heterodimero formado por una subunidad catalitica y una subunidad

reguladora (Klee, et al., 1979; Sugiura, et al., 2002).

En mamiferos, la calcineurina regula una amplia variedad de procesos fisiologicos
como son: la activacion de las células T, el desarrollo del masculo cardiaco, la apoptosis,
el aprendizaje y la memoria, la plasticidad neuronal y el estrés oxidativo (Steinbach, et al.,
2007). Esta formada por la subunidad catalitica (Calcineurina A) de unos 60 kDa y por la
subunidad reguladora (Calcineurina B) de aproximadamente 19 kDa. La calcineurina A
tiene un dominio catalitico N-terminal, una zona helicoidal de unién a calcineurina B, una
region de unién a calmodulina y un dominio autoinhibidor (Figura 16A). Estas tres Ultimas
zonas conforman la region reguladora de la calcineurina A y en su activacion estan
implicadas la calcineurina B y la calmodulina (Li, et al., 2011). La calcineurina B presenta
4 zonas de union a iones de Ca** (EF-hands) (Figura 16A), dos de ellas con alta afinidad
por este ion e implicadas en estabilizar la estructura heterodimérica de la calcineurina y
las otras dos con baja afinidad por el Ca?* y relacionadas con la deteccion de este ion y la
regulacién de la subunidad B (Klee, et al., 1998; Stemmer y Klee, 1994; Yang y Klee,
2000a). En mamiferos, la completa activacion de la calcineurina requiere un cambio
conformacional, iniciado por la unién de iones de Ca*" a las zonas de baja afinidad de la
calcineurina B (Formas | y Il de la figura 16B), tras lo cual se une la calmodulina (Forma
I, figura 16B) y se desplaza el dominio autoinhibidor del centro activo de la calcineurina
(Forma IV, figura 16B) completandose asi su activacion (Kissinger, et al., 1995; Li, et al.,
2011; Shen, et al., 2008; Wang, et al., 2008).
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Figura 16.- Estructura y activacion de la calcineurina humana. (A) Organizacion de los dominios en la
calcineurina A 'y B. (B) Mecanismo de activacion propuesto para la calcineurina. Imagen adaptada de Li et al., 2011.

En S. cerevisiae, la actividad de la calcineurina es esencial para el mantenimiento
de la viabilidad celular en condiciones de estrés tales como: elevada temperatura, estrés
de reticulo, pH alcalino, problemas en la pared celular, etc., aunque no es necesaria para
el crecimiento vegetativo en condiciones normales (Deng, et al., 2006). Esta levadura
presenta dos isoformas de la subunidad catalitica, Cmp2 y Cnal, y una de la subunidad
reguladora, Cnbl. En S. cerevisiae, la calcineurina colabora junto con la ruta MAPK de
integridad celular en la respuesta a dafios en la pared. Ante este tipo de estrés, la
calcineurina activa el factor de transcripcion Crzl, que migra al nucleo e induce la
expresion del gen de la glucan sintasa FKS2 (Deng, et al., 2006; Matheos, et al., 1997,
Mendizabal, et al., 1998; Stathopoulos-Gerontides, et al., 1999; Stathopoulos y Cyert,
1997; Zhao, et al., 1998). La ruta de integridad mantiene los altos niveles de expresién
del gen FKS2 mientras dure el estrés de pared (Jung y Levin, 1999; Zhao, et al., 1998).
Otros dos sustratos descritos para la calcineurina en S. cerevisiae son Siml y SIm2, dos

proteinas de union a PI4,5P que son dianas del complejo TORC2. Estan implicadas en la
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endocitosis de la permeasa de uracilo en respuesta a estrés de calor (Bultynck, et al.,
2006; Ma, et al., 2011a).

La levadura de fisibn S. pombe tiene un Unico gen que codifica la subunidad
catalitica de la calcineurina, Ppbl (Yoshida, et al., 1994) y otro gen que codifica la
subunidad reguladora, Cnbl (Sio, et al., 2005). En esta levadura, se ha descrito que la
calcineurina estd implicada en la citoquinesis, en el tréfico de membranas, en la
homeostasis del cloro, en la polaridad celular, en la conjugacion, en la posicion del SPB y
en el crecimiento bipolar (Fang, et al., 2008; Fujita, et al., 2002; He, et al., 2006; Jung y
Levin, 1999; Kume, et al., 2011; Lu, et al., 2002; Ma, et al.,, 2011a; Ma, et al., 2006a;
Sugiura, et al., 2002; Sugiura, et al., 1998; Zhao, et al., 1998). La calcineurina activa al
menos dos rutas distintas de sefalizacién, una dependiente del factor de transcripcién
Prz1 (homologo al factor de transcripcién Crz1 en S. cerevisiae) y otra ruta independiente
de Przl (Hirayama, et al., 2003). Se ha demostrado que esta Ultima ruta funciona de
forma antagonica con la ruta de la MAPK Pmk1, tanto en la regulacion de la homeostasis
del ion cloro como en la entrada de Ca** mediada por el canal Cch1l-Yams8 (Hirayama, et
al., 2003; Ma, et al., 2011).

La calcineurina es capaz de interaccionar con Cdsl, la quinasa efectora del
checkpoint de replicacion de ADN. Esta quinasa es capaz de detener el ciclo celular y el
crecimiento polarizado en respuesta a un estrés replicativo. Cdsl activa por fosforilacion
a Ppbl, que a su vez desfosforila a Tipl produciendo un retraso en el establecimiento del
crecimiento por el polo nuevo (NETO) (Kume, et al., 2011). También se ha observado que
la calcineurina puede regular el ensamblaje dependiente de fosforilacion del anillo de

actomiosina maduro (Cadou, et al., 2013; Fujita, et al., 2002).
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Objetivos

“La inteligencia sin ambicién
es un pajaro sin alas”

Salvador Dali
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue la identificacion de nuevas proteinas
transmisoras de la sefial o reguladoras de Rhol. Para llevar a cabo este objetivo nos

propusimos:

1. Obtener cepas termosensibles, portadoras de mutaciones puntuales en la ORF de
rhol.

2. Estudiar detalladamente el fenotipo originado por los nuevos alelos de rhol,

relacionandolo con los procesos en lo que interviene esta GTPasa.
3. Identificar genes relacionados funcionalmente con rhol.:

- Genes que en sobreexpresion corrijan la termosensibilidad de estas cepas

mutantes.

- Genes cuya eliminacion sea letal o agrave la termosensibilidad de estas cepas

mutantes.

4. Caracterizar la interacciéon génica y funcional entre estos genes y rhol.
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Resultados

“El cientifico no busca un resultado inmediato. No espera que
sus ideas avanzadas sean facilmente aceptadas. Su deber es
sentar las bases paralos que vendran, sefialar el camino”

Nikola Tesla
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RESULTADOS

1. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE LA CEPA
MUTANTE TERMOSENSIBLE rho1-C17R

1.1 Obtencién de la cepa mutante termosensible rho1-C17R

Rhol es una GTPasa esencial implicada en la biosintesis de la pared celular y en
la organizacion del citoesqueleto de actina en S. pombe (Arellano, et al., 1996; Arellano,
et al.,, 1997). Con el objetivo de encontrar nuevas proteinas efectoras o reguladoras no
descritas para dicha GTPasa, se obtuvieron cepas mutantes termosensibles de rhol”,
con la intencidn de realizar un posterior screening de genes que suprimieran este fenotipo

de termosensibilidad.

En primer lugar se generé una genoteca de alelos mutantes puntuales de rhol*
realizandose una PCR de la secuencia codificante (ORF) de este gen en condiciones
suboptimas. En la reaccion se utiliz6 una mezcla no equitativa de nucleétidos que
contenia mayor proporcién de bases pirimidinicas (citosina y timina) que de bases puricas
(adenina y guanina) (Martin, et al., 2007). Como producto se obtuvo una poblacion de
moléculas de la ORF de rhol* mutadas al azar. Los oligonucleétidos utilizados como
cebadores para dicha PCR generaron en los extremos de las ORFs dos sitios nuevos de
restriccion, Ndel y BamHI, que se utilizaron para introducir la poblacion de moléculas en
un modulo de integracion tal y como se muestra en la figura 17. Dicho médulo presenta
de su extremo 5 al 3' los siguientes componentes: 650 pares de bases de la region
promotora de rhol®, la ORF mutada, el terminador del gen adh, el gen de resistencia a
geneticina (KanMX6) y 500 pares de bases del terminador de rhol®. Una vez obtenida la

poblacion de maddulos de

ablacion de moléculas
Ndlel Poblacionde moléculas
. mutadas al azar

integracion, se procedid a

hol” = reemplazar el gen rhol®

PCR BamHl
dCTP + dTTP > gare « dete

enddgeno por las diferentes
ORFs mutadas mediante la

transformacién de la cepa

M:Ii'el BamHI

de S. pombe leul-32 ura4-
KanMX6é

D18 con dichos modulos
(Figura 17).

En total se

wt

obtuvieron alrededor de

Figura 17.- Estrategia de reemplazamiento de la ORF de rhol® por sus

) 1.200 clones resistentes a
versiones mutadas.
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geneticina, de los cuales Unicamente 4 fueron capaces de crecer a 25°C y no a 37°C. Se
nombraron los mutantes en funcién del nimero del clon al que correspondian: rhol-214,
rhol1-494, rhol-596 y rhol-1163 y se procedié a secuenciar los loci de dichos clones para

identificar las mutaciones causantes del fenotipo, (Figura 18).

Las cepas

mutantes rho1-596 y Alelo: rho1-214  rho1-494 rho1-596  rho1-1163
Mutacion: N95Y V187D C17R C17R D66N

rhol-494 presentan

Dominio switch |

la misma mutacion
MATELRRKI'..VIVGDGACGKTCLLIVFSI_F
puntual que causa 1 10 20 0 40
la sustitucion del Dominio switch Il
. ;. . . ENYVADVEVDGRHVELALWDTAGQED YDRLRPLSYPDSHV
aminoacido cisteina " 50 60 70 0
en la posicién 17
por una arginina ILICFAVDSPDSLDNVQEKWISEVLHFCS SLPILLVACKA
81 20 100 110 120
(C17R). Este Rho Insert
: DLRN_VTTEEGQAVAQKIGAYKYLEC
residuo se 121 130 140 150 160
encuentra en el Dominio polibasico
dominio SAKTNEGVREVFESATRAMKHKPKVKPSSG-.
161 170 180 190 200
denominado P-|oop, Dominio prenilacion

implicado en la

union a GTP de Figura 18.- Las cepas mutantes de rhol portan mutaciones puntuales en
rho1l*. La cepa distintos dominios. En la parte superior se indica cada cepa mutante de rhol y los
cambios de aminoacidos ocasionados por las mutaciones. En la parte de inferior se
mutante rhol-1163 muestra la secuencia de aminoacidos de Rhol. Con letras de mayor tamafio se

L marcan los aminoacidos afectados y con rectangulos los distintos dominios presentes
porta una mutacion en esta proteina.

201 202

que causa la
sustitucion D66N en el dominio switch 1l y las células rhol-214 presentan dos
sustituciones: N95Y y V187D (Figura 18). Nuestro estudio se ha centrado en la

caracterizacion de la cepa mutante rho1-596, a partir de ahora llamada rho1-C17R.

1.2 Crecimiento y morfologia de la cepa mutante termosensible
rhol-C17R

Inicialmente se confirmd la caracteristica de termosensibilidad de la cepa mutante
rhol-C17R. Para lo cual se realizdé un ensayo de gota, comparando el crecimiento de esta
cepa mutante con una cepa silvestre a distintas temperaturas (Figura 19A). Las células

que portaban el alelo rho1-C17R presentaron un defecto en el crecimiento a temperaturas
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superiores a 32°C y fueron incapaces de crecer a partir de 34°C. A continuacion, se quiso
comprobar si la adicion de un estabilizador osmatico tenia algun efecto en el crecimiento.
La presencia de sorbitol a una concentracion de 1,2 M era capaz de corregir el fenotipo

de termosensibilidad parcialmente (Figura 19B) ya que las células mutantes crecieron a

YES

Figura 19.- La cepa mutante rho1-C17R presenta un fenotipo de termosensibilidad incluso en presencia de un
estabilizador osmético. Ensayo de crecimiento en gota de una cepa silvestre (wt) y de la cepa mutante rhol-C17R
en medio YES (A) o YES + sorbitol 1,2 M (B). A partir de una suspension de células con una D.O.goonm de 1 se
hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3 dias.

35°C pero menos que un silvestre.

En el analisis microscopico de la cepa mutante rhol-C17R se observo que
presentaba una morfologia silvestre a temperaturas permisivas pero que tras una o dos
horas de incubacién a
01;C17R28°C Qrhd1-C17R 35°C ‘ temperaturas superiores a 32°C las

células aparecian lisadas,

mostrando un fenotipo parecido al
de la represion de rhol® o al de la
sobreexpresion del alelo
constitutivamente inactivo de rhol”
rho1-C17R 34°C mok1-664 34°C (rho1-T20N) (Arellano, et al., 1997)

, ' #CY () (Figura 20). Esta forma de lisis es
3 distinta a la que presentan otras

cepas mutantes con defectos en la
pared celular, como puede ser

mok1-664 que tienen la enzima a-

-’ A

’ \ (
— — glucan sintasa termosensible y

Figura 20.- El fenotipo de lisis de la cepa mutante rho1-C17R defectuosa a 34°C. donde la lisis
a temperatura restrictiva es distinto al de otras cepas ’

mutantes de pared celular. Parte superior, fotografias de conlleva la liberacion del
contraste interdiferencial (DIC) de las células rho1l-C17R ] ]
incubadas a 28°C 0 35°C en medio YES. Parte inferior, fotografias | Citoplasma al medio (Katayama, et
de campo claro de las células rhol1-C17R y mok1-664 incubadas .
en medio YES a 34°C durante 3h y tefiidas con azul de metileno. al., 1999) (Figura 20). Aunque las

Las barras corresponden a 5 um. células rhol-C17R llegan a ser
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permeables a la tincion de azul de metileno, no pierden su contenido intracelular como

sucede en las células mok1-664.

Para caracterizar mas en detalle como se produce la lisis, se disefidé un
experimento de microscopia a tiempo real (time lapse) de células cultivadas a 25°C y
posteriormente incubadas a 34°C. Como se puede observar en la figura 21 (entre los
330-360 segundos), la muerte de la cepa mutante rho1-C17R es muy rapida, lo que lleva
a pensar que el defecto de Rhol en estas células provoca un problema fatal para la

supervivencia.

Figura 21.- La lisis de las células rho1-C17R a temperatura restrictiva se produce de forma rapida. Cinética de
lisis mediante video-microscopia de DIC. La cepa mutante rhol-C17R fue previamente incubada durante 30 min a
34°C en medio YES. A continuacion se tomaron micrografias cada 30 segundos. La barra corresponde a 5 um.

1.3 Organizacion del citoesqueleto de actina y de microtubulos

en las células rhol-C17R

En S. pombe, los polimeros de actina, se organizan de tres modos diferentes: en
forma de cables, que recorren la célula de un modo longitudinal; en forma de parches,
gue se disponen en las regiones de la corteza celular donde se produce el crecimiento
activo; y en forma de anillo, en la region ecuatorial de las células en division (Marks y
Hyams, 1985). Rhol es un factor clave en la organizacion del citoesqueleto de actina en
S. pombe (Arellano, et al., 1997). Por ello, se analiz6 si la cepa mutante rhol-C17R
pudiera tener un defecto en la organizacion de este citoesqueleto mediante tincion de las

células con faloidina, que se une a las estructuras que forma la actina, unida a
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AlexaFluor-488. Las células se incubaron a temperatura permisiva (25°C) y no permisiva
(90 min a 34°C).

Tanto en la cepa silvestre como en la cepa rhol-C17R, los parches de actina
aparecen correctamente concentrados en los polos de crecimiento. Sin embargo los
cables de actina en las células rho1l-C17R sometidas a la temperatura restrictiva de 34°C
muestran diferencias: se observan células con menos cables o0 menor intensidad de
fluorescencia como sucede en la represion de rhol” (Arellano, et al., 1997) (Figura 22).

Estos resultados

sugieren que la

rho1-C17R

proteina mutada
Rhol-C17R presenta
una menor actividad
que su
correspondiente

silvestre.

Para analizar
la morfologia de los
microtUbulos, la cepa
mutante rhol-C17R

se cruzé6 con una

cepa que expresa la

protel’na de fusiéon Figura 22.- Las cé.lul.as rhql—C17R presentan defect.os en los cablgs de actina a
temperatura restrictiva. Micrografias de fluorescencia de células silvestres (wt) y
mCherry-Atbz_ Atb2 rhol-C17R, incubadas en medio YES a 25°C o a 34°C durante 90 min y tefiidas con
AlexaFluor 488-Faloidina. Las flechas rojas indican las células en las que no se
es uno de los dos | detectan cables de actina. La barra corresponde a 5 um.

polipéptidos que

conforman la tubulina. Como se puede observar en la figura 23 no existen diferencias
significativas entre las cepas silvestre y mutante rhol-C17R a temperatura permisiva,
pero si se aprecian diferencias a temperatura no permisiva (34°C). Es habitual observar la
presencia de microtubulos aberrantes y mal localizados en la cepa mutante: el extremo
del microtdbulo no se detiene en el polo de la célula sino que sigue creciendo y la rodea.
Esto indica que la catastrofe de microtibulos no se esta produciendo correctamente en

los polos.
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rho1-C17R

25°C

34°C

Figura 23.- Las células rho1l-C17R muestran microtibulos aberrantes a temperatura restrictiva. Micrografias
de fluorescencia de las células silvestre (wt) y rhol-C17R marcadas con mCherry-Atb2, incubadas en medio YES a
25°C o0 a 34°C durante 90 min. Las flechas blancas indican microtibulos aberrantes y mal localizados. La barra
corresponde a 5 pm.

1.4 Estudio de la localizacion de Rhol

Mediante inmunofluorescencia, Rhol se ha observado en los lugares de
crecimiento celular, polos y septo, donde esta activa la sintesis de pared celular (Arellano,
et al., 1997; Nakano, et al., 1997). La fusion de GFP en el extremo N-terminal de Rhol
disminuye la funcionalidad de la proteina (Coll, et al., 2007) pero permite observar su
localizacién en células vivas. Para determinar si la localizacion de la proteina Rho1-C17R
pudiese estar alterada, se integré una copia de GFP-rhol o de GFP-rhol1C17R bajo el
control de su propio promotor, en el locus leul® de una cepa silvestre y de la cepa rhol-
C17R. Por tanto, estas cepas portan dos copias de rhol, una sin marcar en su locus y
otra marcada con GFP en el locus leul®. En la cepa silvestre, GFP-Rhol se localiza a lo
largo de toda la membrana plasmatica, aunque se observa con mayor intensidad en los
polos y septo. También estéd presente en las membranas vacuolares en el interior de la
célula (Figura 24). En la cepa silvestre en la que se integré GFP-rho1-C17R, se observa
una localizacién similar a la de GFP-Rhol, con la diferencia de que esta proteina también
aparece en el nucleo de la célula, del cual esti totalmente excluida GFP-Rhol (Figura
24).
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En el caso de la integracion de GFP-rhol-C17R en la cepa rhol-C17R, la
localizacion era idéntica a la que presentaba esta proteina en una cepa silvestre (Figura

24).

En conjunto, estos datos sugieren que la mutacion C17R no impide que Rhol se
localice correctamente pero su aparicion en el ndcleo indica que esta proteina podria ser

enviada al nucleosoma para su degradacion.

25°C 32°C

wt
GFP-rho1* GFP-rho1*
wt
GFP-rho1-C17R GFP-rho1-C17R
rho1-C17R

GFP-rho1-C17R GFP-rho1-C17R

Figura 24.- La proteina GFP-Rho1-C17R no presenta defectos en la localizacién. Fotografias de fluorescencia de
células de las cepas silvestre (wt) y mutante rhol-C17R portando una copia de GFP-rhol® o GFP-rhol-C17R
integrada en el locus leul®. Las células se incubaron en medio YES a 25°C o a 32°C durante 5h. Las flechas rojas
indican la localizacion de GFP-Rhol en la membrana vacuolar y las blancas la presencia de GFP-Rho1-C17R en el
nucleo. La barra corresponde a 5 um.
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1.5 Niveles de Rho1 total y activa en la ceparhol-C17R

La falta de viabilidad de la cepa mutante rhol-C17R a temperaturas superiores a
32°C se podrian deber bien a una menor estabilidad o bien a una menor actividad de la
version mutada de Rhol a esta temperatura. Por ello se decidié comprobar los niveles de
Rhol total y activa mediante ensayos de coprecipitacion (pull-down) de Rhol con la
proteina glutation S-transferasa fusionada al dominio de unidon a RhoA (RBD) de la
proteina rotequina de mamiferos producida en E. coli (Reid, et al., 1996), tal y como se
describe en el apartado 10.5 de Materiales y Métodos. La proteina GST-RBD se precipita
mediante asociacion a bolas de glutation-sefarosa y en ese precipitado se detecta la
presencia de HA-Rhol unida a GTP ya que solo la proteina activa es capaz de unirse al
dominio RBD.

En primer lugar fue necesario marcar el alelo rho1l-C17R con el epitopo HA en el
extremo N-terminal. A pesar de repetidos intentos, fue imposible reemplazar rhol” por el
modulo de integracion HA-rhol-C17R en su locus. Por ello, decidimos transformar una
cepa silvestre o la cepa mutante rhol-C17R con el plasmido integrativo pJK-148 que
portaba HA-rhol®™ o HA-rhol-C17R respectivamente, bajo el control de su propio
promotor. Por tanto estas cepas llevan dos copias de rhol (silvestre o0 mutado): una sin
marcar en su locus y otra en el locus leul”, marcada con HA. A continuacién se
analizaron mediante Western-blot los niveles totales de HA-Rhol o HA-Rho1-C17R en
extractos de células en fase logaritmica incubadas a 28°C o a 35°C durante 90 minutos.
Los resultados muestran una bajada considerable de los niveles totales de Rho1-C17R
con respecto al Rhol silvestre en las células crecidas a 28°C, acentudndose esta
diferencia después de incubarlas durante 90 minutos a 35°C (Figura 25). Los niveles de

la GTPasa activa, unida a GTP, se determinaron mediante coprecipitacion con GST-RBD

28°C 35°C

HA- HA- HA- HA-
Rho1 Rho1-C17R Rho1 Rho1-C17R

Rho1 Total | SR e

Figura 25.- Los niveles de Rho1l total y activa
disminuyen en la cepa rhol-Cl7R. Se
prepararon extractos de células silvestres o
rhol-C17R con una copia de HA-Rhol o HA-

Rho1-C17R respectivamente en el locus leul,
-— - en fase logaritmica, incubadas en medio YES, a
28°C o 35°C durante 90 min. Panel superior:
Western-blot revelado con anticuerpo
GTP-Rho1 - — - monoclonal anti-HA. Panel central: precipitaciéon
con bolas de glutation-sefarosa y GST-RBD e
inmunodeteccién con anticuerpo anti-HA. Panel
inferior: Western-blot de extractos celulares
1 1 revelado con anticuerpo anti-actina usado como

i control de carga. En la grafica se muestran los

y datos de HA-Rhol en los extractos,

0'4: 0.4 cuantificados como porcentajes relativos al total
de HA-Rhol del control silvestre.

wt rho1-C17R wt rho1-C17R

ACHING | —— | —
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de los mismos extractos celulares. También es posible apreciar mucho menos Rho1l-
C17R unido a GTP que Rho1l silvestre activo en ambas temperaturas (Figura 25). Segun
estos resultados podemos concluir que rhol-C17R es un alelo hipomorfico y

termosensible con bajos niveles de actividad de Rhol incluso a temperaturas permisivas.

1.6 La cepa rhol-C1l7R presenta alteraciones en la estructura de

la pared celular

Una de las funciones de Rhol en S. pombe es regular la formacién de la pared
celular, principalmente activando la biosintesis de $-glucano (Arellano, et al., 1999a). Por
ello, se analizé si la disminucion en los niveles de Rhol activa en la cepa rhol-C17R
daba lugar a alteraciones en la composicién de su pared celular. Se llevé a cabo una
cuantificacién de los polimeros mayoritarios de esta estructura en las cepas silvestre y
rhol-C17R a la temperatura de 25°C, tal y como se describe en Materiales y Métodos.
Como se muestra en la figura 26 hay una leve, pero significativa, bajada en la cantidad
de *C-glucosa incorporada en la pared celular de rho1-C17R. Este descenso fue debido
principalmente a una bajada en el B-D-glucano (de un 22,6% en la pared de la cepa
silvestre a un 17,2%) que era compensado, parcialmente, por un incremento en la
cantidad de galactomanano. Estos datos indican que el descenso de Rhol activa afecta a
las funciones de esta GTPasa relacionadas con la regulacion de la sintesis de pared

celular.

B
=)

Figura 26.- La pared celular de las cepa rhol-
C17R presenta menor cantidad de B-glucano.
Andlisis de los polimeros de la pared celular de las
cepas silvestre (wt) y rho1l-C17R mediante marcaje
con “C-glucosa. Las células fueron incubadas a
B-glucano | 2soc en medio YES. En la grafica se representan
los niveles relativos de incorporacién de C-
glucosa en cada uno de los polimeros de la pared
celular. Los valores representados son la media de
10.7 99 a-glucano tres experimentos independientes con muestras

duplicadas. Las barras de error representan la
desviacion estandar de la incorporacién de *C-

5.6 7.0 manano glucosa en la pared.
wt rho1-C17R

w
o

N
o

-
o

% Glucosa incorporada

En relacion con estos Ultimos resultados, se determind también la actividad in vitro
de la enzima 3-(1,3)-D-glucan sintasa a partir de extractos celulares de las cepas silvestre

y rhol-C17R a 25°C. Esta enzima esta regulada por Rhol unido a GTP y su actividad
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£ 15.75 W +GTP
2 15 - 1 -GTP
©
210
G 3.87
347 3
§ S 9 2.54
3
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wt rho1-C17R

Figura 27.- La actividad B-(1,3)-D-glucan sintasa esta
disminuida en la células rho1l-C17R. Ensayo de la actividad
B-glucan sintasa in vitro. Los extractos de la cepa silvestre (wt)
y de la cepa mutante rhol-C17R fueron preparados a partir de
células incubadas a 25°C en medio YES durante 14h. La
actividad especifica se expresa en miliunidades/mg de
proteina. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes con muestras duplicadas. Las
barras de error representan la desviacion estandar.

esta directamente relacionada con
Rhol
(Arellano, et al., 1996). Se observo

los niveles de activa

un descenso en la actividad glucan
rhol-C17R

comparada con una cepa silvestre

sintasa de la cepa
(Figura 27). Esta diferencia era
mayor cuando se incorporaba GTP
a la reaccion in vitro. Se concluy6
qgque incluso a la temperatura
permisiva de 25°C la actividad [3-
(1,3)-D-glucan

disminuida en la cepa mutante.

sintasa estaba

Los defectos en la
biosintesis de la pared celular de la

cepa rhol-C17R se analizaron también mediante estudios de sensibilidad a los

antifangicos calcoflior y caspofungina a 28°C. El calcofltor interacciona con polimeros

lineales de enlace B-(1,4) como quitina y/o celulosa y también con -(1,3)-glucano lineal.

Esta interaccidbn desorganiza el ensamblaje de los polimeros de la pared celular

(Nicholas, et al., 1994). La caspofungina es un antibiético lipopeptidico de origen natural

gue inhibe especificamente la sintesis del -(1,3)-glucano tanto in vitro (Douglas, et al.,

1994) como in vivo (Abruzzo, et al., 2000). Como se aprecia en la figura 28, la cepa rhol-

C17R mostré sensibilidad a 0,1 mg/ml de calcofldor y a 0,5 ug/ml de caspofungina en

medio sdlido, mientras que la estirpe silvestre fue capaz de crecer perfectamente a estas

concentraciones. Esta hipersensibilidad sugiere que la pared celular de la cepa mutante

rhot1-c17R K |

YES + calcofltior

YES + caspofungina YES + caspofungina
0,1 ug/ml

YES + calcofluor
0,2 mg/ml

0,5 ug/ml

Figura 28.- La cepa mutante rho1-C17R es sensible a los antifingicos calcoflGor y caspofungina. Ensayo de
crecimiento en gota de las cepas silvestre (wt) y rhol-C17R en medio YES suplementado con calcoflior o con
caspofungina a las concentraciones indicadas. A partir de una suspensién de células con una D.O.gponm de 2 se
hicieron diluciones seriadas V4. Las placas se incubaron a 28°C durante 3-4 dias.

58



RESULTADOS

rhol-C17R es defectuosa y no puede soportar las alteraciones adicionales provocadas
por la presencia de los compuestos antifungicos, por lo que no es capaz de crecer a
concentraciones en las que una cepa silvestre es perfectamente viable. Por tanto, la
disminucion de GTPasa activa en las células con la mutacion rhol-C17R provoca

alteraciones en la estructura de su pared celular.

1.7 Supresion del fenotipo de termosensibilidad de la cepa rhol-
C17R por sobreexpresion de rhol” o de genes relacionados con

esta GTPasa

Analizamos si era posible rescatar la termosensibilidad de la cepa mutante rhol-
C17R mediante la sobreexpresion de rhol®, de otras GTPasas de la familia Rho o de
proteinas reguladoras y efectoras de Rhol. Observamos que el crecimiento de esta cepa
mutante a temperaturas restrictivas era completamente rescatado por la expresion de
rhol" bajo su promotor en un plasmido multicopia (pAL) (Figura 29; Tabla I). También la

Cepa pPAL
wt .
wt rhot*

rho1-C17R -
rho1-C17R  rhot*

Figura 29.- La sobreexpresion moderada de rhol" es capaz de corregir el fenotipo de termosensibilidad de la
cepa rhol-C17R. Ensayo de crecimiento en gota en medio minimo de las cepas silvestre (wt) y rhol-C17R
transformadas con el plasmido pAL-rhol’, que lleva el gen rhol® bajo el control de su propio promotor. A partir de
una suspension de células con una D.O.s00nm de 4 se hicieron diluciones seriadas Y. Las placas se incubaron a las
temperaturas indicadas durante 3 dias.

expresion de rhol® en pREP41X, plasmido de sobreexpresion media que porta un
promotor reprimible por tiamina (Forsburg, 1993), suprime el crecimiento termosensible
de la cepa rhol-C17R, aunque no completamente (Figura 30A, Tabla ). El alelo
dominante negativo rhol-T20N expresado en un pREP41X no elimina el fenotipo de
termosensibilidad sino que lo empeora, (Figura 30A, Tabla I). Sorprendentemente, la
sobreexpresion del alelo constitutivamente activo, rho1-G15V, no fue capaz de mejorar el
crecimiento de la cepa mutante rhol-C17R (Figura 30A, Tabla I). Este resultado sugiere

gue el intercambio de GTP-GDP es requerido para que se produzca la supresion.
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A Cepa pREP41X 28°C
wt -
rho1-C17R -
wt rhot*
rho1-C17R rhot*
wt rho1-T20N
rho1-C17R  rho1-T20N [ K.
wt rho1-G15V I K K B

rho1-C17R  rho1-G15V

Cepa pREP41X 28°C
wt - i i -
wt rhot*
wt rho2*
wt rho3*
rho1-C17R -

rho1-C17R rhot*
rho1-C17R rho2*
rho1-C17R rho3*

wt =
wt rhod*
wt rho5t
wt cdcd 2t
rho1-C17R =

rho1-C17R rho4*
rho1-C17R rho5*
rho1-C17R cded2

Cepa pREP41X 28°C
wt -
rho1-C17R -
wt rgf3*
rho1-C17R rgf3*
wt rgf1*

rho1-C17R rgf1*

D

Cepa pREP41X 28°C 32°C 34°C
wt = 09 & X X
rho1-C17R -
wt pck2* Q ¢

rho1-C17R  pck2*

Figura 30.- La sobreexpresion de rhol®, de su regulador positivo rgfl" o de su efector pck2" mejora el
crecimiento de la cepa rhol-C17R. Sobreexpresion en células silvestres (wt) y rhol-C17R de diversos genes
relacionados con rhol®. Ensayo de crecimiento en gota en medio minimo sin tiamina de las cepa wt y rho1-C17R
transformadas con el plasmido pREP41X vacio o portando los siguientes genes: (A) rhol’, rho1-T20N y rho1-G15V;
(B) rhol", rho2”, rho3", rho4", rho5" y cdcd2™; (C) rgf3”" y rgfl’; (D) pck2'. A partir de una suspension de células con
una D.O.g00nm de 4 se hicieron diluciones seriadas Y. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3
dias.
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Las sobreexpresiones de rho4*, rho5" o cdc42® en el plasmido pREP41X no
provocan ningun efecto en la termosensibilidad de la cepa mutante rho1l-C17R. Mientras
que la de rho2" y, principalmente, la de rho3, agravan este fenotipo como se puede
observar en la placa incubada a 32°C de la figura 30B (Tabla I). Por lo tanto, solo la

sobreexpresion de rhol” es capaz de corregir la termosensibilidad de la cepa rhol-C17R.

Se comprob6 también si un incremento de los reguladores positivos 0 Rhol-GEFs
(Rofl y Rgf3) podria suprimir el defecto de las células rhol-C17R. La sobreexpresion de
rgfl*, principal GEF de Rhol (Garcia, et al., 2006), fue capaz de rescatar el crecimiento
de la cepa rhol-C17R a 35°C. Por el contrario, la sobreexpresion de rgf3*, que codifica
para un Rhol-GEF de citoquinesis, no suprimié la termosensibilidad de la cepa mutante.
(Morrell-Falvey, et al.,, 2005; Mutoh, et al., 2005; Tajadura, et al., 2004), (Figura 30C,
Tabla 1). Estos resultados sugieren que los defectos de crecimiento observados en las
células rhol-C17R no son especificos de citoquinesis. A continuacién se analizé el efecto
de la sobreexpresion de reguladores negativos, GAPs, de Rhol (rgal®, rga5’, rga8")

comprobando que no alteraban la termosensibilidad de la cepa mutante (Tabla I).

Finalmente, se analizé si alguno de los efectores de Rhol era capaz de actuar
como supresor de la mutacion rhol-C17R. Se sobreexpresaron las quinasas pckl® o
pck2*, proteinas diana de Rhol en S. pombe (Arellano, et al., 1999b). El incremento en la
expresion de pckl® no varié el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante (Tabla I).
Sin embargo, la sobreexpresion de pck2® corregia ligeramente el crecimiento de las
células rhol-C17R, lo que puede ser debido a la implicacion de esta proteina en la
biosintesis de pared celular (Arellano, et al., 1999b; Calonge, et al., 2000) (Figura 30D,
Tabla I).

En conjunto todos estos resultados sugieren que: a) Para que Rhol realice su
funcién es necesario que se produzca el intercambio GTP-GDP; b) Otras proteinas de la
familia Rho no pueden reemplazar a Rhol en todas sus funciones; c) El incremento en la
sintesis de pared celular originado por la sobreexpresién de otras proteinas reguladoras o

efectoras de Rhol, corrige parcialmente el fenotipo de termosensibilidad.
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Tabla I.- Efecto de la sobreexpresién de distintos genes en el crecimiento de la cepa rhol-C17R en medio
minimo sin tiamina, a distintas temperaturas.

Gen Nivel de expresion Efecto

rhol” pAL +++

N rhol* PREP41X ++

Alelos de rhol rhol-T20N pREP41X -
rhol-G15V pREP41X +
rho2* PREP41X -

rho3* PREP41X -
G;':naﬁistsheo'a thod” PREP41X +
rho5" pREP41X +
cdc42’ PREP41X +
rgf3” PREP41X +

rgfl” PREP41X ——
Reg“g‘ﬁ(’{es de rgal’ PREP81X +
° rgas" PREP41X +
rga8” pREP3X +
Efectores de pckl” PREP41X +
Rhol pck2" pREP41X +

+++ Buen crecimiento a 36°C ++ Crecimiento moderado a 36°C + Crecimiento moderado a 34°C

+Ningun efecto - Menor crecimiento a 32°C -- Menor crecimiento a 28°C
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2. LA RUTA MAPK DE INTEGRIDAD CELULAR EJERCE UNA
FUNCION ANTAGONICA RESPECTO A LA GTPasa RHO1 EN

Schizosaccharomyces pombe

2.1 Busqueda de supresores de la cepa mutante rho1-C17R

Con el objeto de identificar nuevos efectores de Rhol, se realizé una busqueda de
supresores del fenotipo de termosensibilidad de la cepa rhol-C17R. Para ello, se
transformo6 esta cepa con la genoteca de ADN gendmico pURSP1 (ver apartado 6 de
Materiales y Métodos). Se obtuvieron alrededor de 9.370 clones transformantes, nimero
suficiente para cubrir practicamente todo el genoma de S. pombe. Se necesitarian
alrededor de 10.000 clones para tener un 99% de probabilidad de encontrar una
secuencia determinada del genoma en uno de ellos, segin se describe en Materiales y
Métodos (Seed, et al., 1982).

De los 9.370 clones que crecieron a 28°C, tan s6lo 10 fueron capaces de crecer a
35°C. En primer lugar, se comprobd que todos los transformantes perdian la capacidad
de crecer a 35°C al inducir la pérdida del plasmido en un medio no selectivo, por lo que
no son revertientes espontaneos de la mutacion. Tras recuperar el plasmido de estas
colonias, se secuenciaron los extremos de los insertos que portaban y se comprob6 que
en el conjunto de estos 10 clones solamente habia tres insertos diferentes que contenian

los genes enumerados en la tabla Il.

De entre todos los insertos de ADN obtenidos, el mas interesante fue el contenido
en el plasmido del transformante niamero 1. Este fragmento del cromosoma I, de 6.019
pb (fragmento comprendido entre las coordenadas 495.566 y 501.585), presenta 4 ORFs
completas: pmpl’, SPNCRNA.565, rps1202" y secll’. Ademas, contiene 2 ORFs
parciales, correspondientes a mto2* en un extremo del inserto y a vma9* en el otro. Mto2
es una proteina implicada en la organizacion de los microtibulos (Samejima, et al., 2005);
Pmpl es una fosfatasa de especificidad dual, que regula negativamente la MAPK de la
ruta de integridad celular, Pmk1l (Sugiura, et al.,, 1998); la secuencia huérfana
SPNCRNA.565 podria tratarse, segun la base de datos de PomBase, de un ARN
antisentido; Rps1202, Sec11 y Vma9, cuyas funciones se han inferido por homologia con
otros organismos segun la base de datos de PomBase, son la posible proteina
ribos6mica S12 (rpS12-02) de la subunidad 40S del ribosoma, la subunidad Secll de la

peptidasa sefial y la subunidad VO de la ATPasa de tipo V respectivamente (Tabla II).
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Tabla Il.- Insertos obtenidos en el screening de supresores de la termosensibilidad de la cepa mutante rho1l-
C17R.
Frecuencia
Inserto Genes Contenidos de
Aparicion
mto2* Organizacién de los microtabulos
pmpl* Fosfatasa de la ruta de integridad celular

SPNCRNA.565 Posible ARN antisentido
Inserto #1

1 clon
(6.019 pb) | rps1202*  Posible proteina ribosémica S12
secl1” Posible subunidad Sec11 de la peptidasa seial
vmag* Posible subunidad VO de la ATPasa de tipo V
Inserto #2 | snoR61"  small nucleolar RNA snR61 4 clones
Inserto #3 Genoma mitocondrial 5 clones

mto2* y pmpl* fueron los mejores candidatos de todos los genes que portaba el
inserto de ADN del transformante niimero 1: mto2* porque participa en la organizacion de
microtibulos y la cepa rhol-C17R presenta defectos de este citoesqueleto; y pmpl®
porqgue esta relacionado con la ruta de integridad celular y en S. cerevisiae se ha
demostrado que hay una relacién directa entre su ruta de integridad y la GTPasa Rhol
(Levin, 2011). Inicialmente, se descart6 mto2* ya que el inserto del plasmido supresor
solo incluia unos 800 pb del extremo carboxilo y se decidié centrar el estudio en el gen

pmpl”.

2.2 pmpl" es un supresor multicopia de la termosensibilidad

presente en las células rhol-C17R

El gen pmpl”® codifica una fosfatasa encargada de inhibir a la MAPK Pmk1 del
modulo de MAPKs implicado en la integridad celular (Sugiura, et al., 1998). Para
comprobar si dicho gen por si solo era el responsable de la supresion del fenotipo de
termosensibilidad de la cepa mutante, se cloné en un pladsmido de sobreexpresion
pREP41X. Con este nuevo plasmido se transformé la cepa rhol-C17R, confirmandose
gue la sobreexpresion de este gen suprimia parcialmente la termosensibilidad de las

células rhol-C17R (Figura 31A). También se observé que la muerte celular a la

64



RESULTADOS

temperatura restrictiva de 35°C, se reducia del 95% en la cepa control (rhol-C17R +
pREP41X) a un 40% en la cepa rhol1-C17R + pREP41X pmp1” (Figura 31B).

A
Cepa

wt
wt

rho1-C17R
rho1-C17R

g0 {% muerte
60. celular

35°C
40 d ( )

201

Figura 31.- La sobreexpresion de pmpl® corrige el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rhol-
C17R. (A) Ensayo de crecimiento en gota en medio minimo sin tiamina de las cepas silvestre (wt) y rhol-C17R
transformadas con el plasmido pREP41X vacio o portando el gen pmp1”. A partir de una suspension de células con
una D.O.e00nm de 4 se hicieron diluciones seriadas Y. Las placas se incubaron a 28°C o 35°C durante 3 dias. (B) A la
izquierda, fotografias de microscopia DIC de las células rho1-C17R transformadas, incubadas a 35°C durante 5h. La
barra corresponde a 5 um. A la derecha, grafico que muestra el porcentaje de muerte celular en las condiciones
anteriormente indicadas (n = 500 células).

Con el objetivo de corroborar la interaccion génica entre rhol® y pmpl’, se
comprobd el efecto que tenia la delecién de pmpl* en la cepa rhol-C17R. Para ello se
cruzo6 dicha cepa con la que portaba la delecién de esta fosfatasa. La cepa mutante
pmplA no es termosensible, mientras que la cepa mutante doble rhol-C17R pmplA es
incapaz de crecer a temperaturas superiores a 28°C (Figura 32A). Las células de esta
cepa muestran un 60% de lisis a diferencia de las células rho1-C17R que solo presentan
un 8% a 28°C (Figura 32B). Por lo tanto, la ausencia de pmpl® ocasiona un
agravamiento del fenotipo de rhol-C17R, mientras que su sobreexpresion lo mejora.
Estos datos confirman la existencia de una relacion funcional entre Pmpl y Rhol, y
sugieren que la funcién de esta fosfatasa es necesaria cuando la actividad de Rhol esta

comprometida.
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rho1-C17R[ X |
pmp1AL X
rho1-C17R pmp1A[ N

rho1-C17R pmp1A (3
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Figura 32.- La delecién de pmp1* agrava el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rho1-C17R. (A)
Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R,
pmplA y rhol-C17R pmplA a distintas temperaturas. A partir de una suspension de células con una D.O.goonm de 1
se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron durante 3 dias a las temperaturas indicadas. (B) A la
izquierda, fotografias de microscopia DIC y de fluorescencia de las células mencionadas en el apartado “A”
incubadas a 28°C vy tefiidas con calcofltor (fotografias inferiores). La barra corresponde a 5 pm. A la derecha, el
grafico muestra el porcentaje de muerte celular a esta temperatura (n = 500 células).

2.3 La MAPK de integridad celular, Pmk1, realiza una funcion

antagonica con Rhol

La MAPK Pmkl1 es la Unica diana conocida de la fosfatasa Pmp1 (Sugiura, et al.,

1998). Por ello, se estudio si el efecto positivo en las células rhol-C17R causado por la

25° 28° 32° 34° 35°

rho1-C17R
pmk1A

Figura 33.- La delecién de pmk1" corrige los defectos de la cepa mutante rho1-C17R. Ensayo de crecimiento en
gota en medio YES de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R, pmk1A y rhol-C17R pmk1A. A
partir de una suspension de células con una D.O.s00nm de 1 se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron
a las temperaturas indicadas durante 3 dias.

66



RESULTADOS

sobreexpresion de pmpl® era debido a la inactivacion de Pmk1 o era causado por otra
diana desconocida de Pmp1. Inicialmente se construyo la cepa mutante doble rho1l-C17R
pmk1A. Esta cepa fue capaz de crecer incluso a la temperatura restrictiva de 34°C, lo que
implica que la falta de Pmk1 mejora la supervivencia de las células rho1l-C17R (Figura 33
y tabla Ill). Con la intencién de excluir la posibilidad de que la fosfatasa Pmpl pudiera
estar realizando otros efectos ademas de la inhibicion de Pmk1, se sobreexpreso el gen
pmpl® en la cepa mutante doble rhol-C17R pmklA. Como se puede apreciar en la
figura 34A la supresion parcial de la termosensibilidad causada por el aumento en
cantidad de Pmpl no fue aditiva con la delecién de Pmk1, lo que sugiere que la mejoria
producida por Pmpl es causada por la inhibicibn de la quinasa. Adicionalmente, se
obtuvo la cepa mutante triple rho1l-C17R pmk1A pmplA y se confirmé que la eliminacion
de la fosfatasa en ausencia de Pmk1l no empeoraba el crecimiento de las células rhol-
C17R (Figura 34B). Todos estos resultados sugieren que la actividad de la MAPK Pmk1

es perjudicial para la cepa rhol-C17R.

A

Cepa pREP41X
wt -
wt pmp1*
rho1-C17R =
rho1-C17R pmpt1*

rho1-C17R pmk1A -
rho1-C17R pmk1A pmpT1*

B

& &

,J' b X
- U

pmp1A

Figura 34.- La mejoria observada en la cepa rhol-C17R por la sobreexpresién de pmpl’ es debida a la
inhibicion de Pmk1. Ensayo de crecimiento en gota en medio minimo sin tiamina. (A) Sobreexpresion en un
pREP41X del gen pmpl® en una cepa silvestre (wt) y en las cepas mutantes: rhol-C17R y rhol-C17R pmk1A. A
partir de una suspension de células con una D.O.gnm de 4 se hicieron diluciones seriadas Y. Las células fueron
incubadas durante 3 dias a las temperaturas indicadas. (B) Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de una
cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R, rhol-C17R pmk1A, rhol-C17R pmplA, rhol-C17R pmk1A
pmplA y pmk1A. A partir de una suspension de células con una D.O.s00nm de 1 se hicieron diluciones seriadas %. Las
placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3 dias. El cuadrado rojo marca el empeoramiento de la
cepa rhol-C17R pmplA y el cuadrado verde marca el crecimiento de rhol-C17R pmk1A pmplA, idntico al del
control rhol1-C17R.
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Para corroborar esta conclusion, se realizaron diversos experimentos genéticos.
Inicialmente se obtuvo la cepa mutante doble rhol-C17R rho2A. La GTPasa Rho2 es la
principal activadora de la ruta de sefalizacién de la MAPK Pmkl (Ma, et al., 2006) y
también regula la biosintesis dea -glucano de la pared celular (Calonge, et al., 2000). La
ausencia de Rho2 mejoro el crecimiento de la cepa rhol-C17R tanto a 32°C como a 34°C

(Figura 35A y tabla Ill). Estos resultados indican que la bajada en la actividad de Pmk1,

A
32°C 34°C

rtho1-C17R

rho2A

rho1-C1IR
rho2A

B
28°C 30°C
Wt \
rho1-C1IR
rga2h
tho1-C1IR
rga2h

Cc

wit
rho1-C1IR
pyp1A
rho1-CTiR
pyp1a

rho1-C1iR
sty1A

Figura 35.- La activacion de la ruta MAPK de integridad celular empeora el crecimiento de las células rhol-
C17R. Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de las cepas silvestre (wt), rhol-C17R y de las siguientes
cepas mutantes: (A) rho2A, rhol-C17R rho2A, (B) rga2A, rhol-C17R rga2A, (C) pyplA, rhol-C17R pyplA, (D) stylA
y rhol-C17R stylA. A partir de una suspension de células con una D.O.gponm de 1 se hicieron diluciones seriadas %a.
Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3 dias.

causada por la falta de Rho2, mejora el crecimiento del mutante hipomérfico de rhol
incluso cuando la biosintesis de pared celular esta afectada. Por otro lado, la delecién de
otros miembros de la familia de GTPasas Rho tales como Rho3, Rho4, no presentaban
un efecto significativo en las células rhol-C17R, a excepcién de Rho5 cuya ausencia era
mas perjudicial (Tabla Ill). Para confirmar los resultados relacionados con la falta de
Rho2 se realizaron experimentos adicionales. Si la bajada de actividad de la ruta de

integridad, por la ausencia de alguno de sus componentes, era capaz de mejorar el
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fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rho1-C17R, se esperaria que sucediera
lo opuesto cuando se hiperactivara la ruta por la delecion de alguno de sus inhibidores.
Primero se construyd la cepa mutante doble rho1-C17R rga2A. La proteina GAP Rga2 es
un regulador negativo de Rho2 y de su interaccion con Pck2 (Villar-Tajadura, et al.,
2008). En su ausencia, por tanto, se incrementan los niveles de Rho2 activa, unida a
GTP. Como era de esperar, la cepa mutante doble rhol-C17R rga2A apenas crecid a
28°C (Figura 35B y tabla lll). También se obtuvo la delecién de pypl® en las células
rhol-C17R. Pypl es una fosfatasa de tirosina que regula negativamente tanto a la MAPK
Pmk1 de la ruta de integridad celular, como a la MAPK Styl de la ruta de estrés celular
(Madrid, et al., 2007). Como se puede ver en la figura 35C (y tabla Ill) la cepa mutante
doble rho1-C17R pyplA no pudo crecer a 32°C. Para descartar que el efecto causado por
la eliminacion de Pypl fuese debido a la activacion de Styl, se realizé la delecién de
styl® en la cepa mutante rhol-C17R. En este caso, no se produjo una mejoria en el
fenotipo de termosensibilidad como en la delecion de pmk1*, sino que las células rhol-

C17R stylA crecen pobremente incluso a 28°C (Figura 35D y tabla Ill). Estos resultados

Tabla Ill.- Efecto de la temperatura en el crecimiento en medio YES de diversas cepas dobles mutantes,
tomando como referencia a la cepa mutante simple rho1-C17R.

Temperatura (°C)
Cepa Mutante 28 32
rhol-C17R rho2A + ++
GTPasas de rhol-C17R rho3A & +
la familia
Rho rhol-C17R rho4A + +
rhol-C17R rho5A - --
rhol-C17R rga2A --
rhol-C17R rgadA - -
rhol-C17R pck2A -
Ruta de tho1-C17R rgf1A - -
Integridad
Celular rhol-C17R peklA - -
rhol-C17R pmk1A + ++
rhol-C17R pmplA --
rhol-C17R atflA - --
Ruta de rhol-C17R stylA --
Estrés
Celular rhol-C17R pyplA - --
++ Mejora + Mejora moderada * Similar arhol-C17R
- Empeoramiento leve -- Empeoramiento grave --- No crecimiento
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indican que la actividad de la MAPK de integridad celular es perjudicial cuando la funcién
de Rhol esta disminuida mientras que la de Styl es beneficiosa.

2.4 La mejora en el crecimiento de las células rhol-C17R por la
ausencia de la actividad de Pmkl es independiente de la

biosintesis de pared celular

Para intentar comprender mejor la relacion funcional entre las proteinas Rhol y
Pmk1, se analizo si el efecto causado por la MAPK estaba relacionado con los defectos
de pared presentes en las células rhol-C17R. Teniendo en cuenta los resultados
anteriores, en los que la presencia del estabilizador osmotico sorbitol a una concentracion
de 1,2 M, o la delecion de pmk1® eran capaces de suprimir, parcialmente, el fenotipo de
termosensibilidad de la cepa mutante rhol-C17R (Figuras 19B y 33), se decidio
comprobar su efecto conjunto. Para ello se observé el crecimiento de la cepa mutante
doble rhol-C17R pmk1A en presencia de 1,2 M de sorbitol. Estas células fueron capaces
de crecer a 37°C, tal y como hace una cepa silvestre (Figura 36). Este resultado pone de
manifiesto que la supresion parcial causada por la delecion de pmkl® es aditiva con la

supresion causada por el sorbitol, sugiriendo que ambas supresiones actlan por

YES
25°C ~28°C 34°C 36°C 37°C

pmk‘m

YES + Sorbitol 1,2 M
25°C _ 28°C ~_34°C  36°C 37°C

rho1-C17R
pmki1A

Figura 36.- La estabilizacién osmoética y la ausencia de Pmk1 corrigen el fenotipo de termosensibilidad de la
cepa mutante rho1-C17R. Ensayo de crecimiento en gota de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-
C17R, pmk1A y rhol-C17R pmk1A en medio YES (fotografas superiores) o YES suplementado con sorbitol 1,2 M
(fotografias inferiores). A partir de una suspension de células con una D.O.s00nm de 1 se hicieron diluciones seriadas
Y. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3 dias. Los cuadrados verdes destacan la mejoria
de la cepa mutante doble comparada con la cepa mutante simple rho1-C17R (cuadrado rojo).
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mecanismos independientes.

Por otra parte, se analizé la composicién de los polisacaridos de la pared de las
células rhol-C17R pmk1A. Como se puede ver en la figura 37 no existen diferencias

significativas entre la composicion de la pared de estas células y la de la cepa mutante

rhol-C17R. Estos resultados indican que la supresion del fenotipo de las células rhol-

C17R causada por la falta de Pmk1 no es debida a un incremento en la biosintesis de la

pared celular. También se midieron los niveles de Rhol-C17R total y activa (unida a

GTP) en células con o sin Pmkl y no se observd ninguna diferencia significativa entre

ellas (Figura 38). Por lo tanto, la actividad de Rho1-C17R no parece estar afectada por

los niveles de Pmk1.
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Figura 37.- La composicion de la pared
celular de las cepas rhol-C17R y rhol-
C17R pmk1A no presentan diferencias
significativas. Andlisis de los polimeros
de la pared celular de una cepa silvestre
(wt), y de las cepas mutantes: pmk1A,
rhol-C17R y rhol-C17R pmklA. Las

B-glucano | células fueron incubadas a 25°C en medio

YES, afiadiéndoles **C-glucosa durante 6h
antes de recogerlas. En la grafica se
representan los niveles relativos de

12.2 10.7 |a-glucano | incorporacion de *“C-glucosa en cada uno

9.8

de los polimeros de la pared celular. Los
valores representados son la media de tres

8.2 7.2 9.1 | manano experimentos independientes con

muestras duplicadas. Las barras de error

wt  pmk1A rho1-C17R rho1-C17R

pmk1A

representan la desviacion estandar de la
incorporacion de C-glucosa en la pared.

Rho1 Total

GTP-Rho1

actina

HA-rho1-C17R

—  pmk1A pmk1A

Figura 38.- La ausencia de Pmk1 no influye en
los niveles o la actividad de Rhol-C17R.
Niveles de HA-Rhol-C17R total y activa en
células rhol-C17R con o sin Pmk1. Se prepararon
extractos de células rhol-C17R o rhol-C17R
pmk1A con una copia de HA-Rhol-C17R en el
locus leul®, creciendo en fase logaritmica en
medio YES, a 25°C. Panel superior: Western-blot
revelado con anticuerpo monoclonal anti-HA.
Panel central: precipitacion con bolas de glutation-
sefarosa y GST-RBD, e inmunodeteccion con
anticuerpo anti-HA. Panel inferior: Western-blot de
extractos celulares revelado con anticuerpo anti-
actina usado como control de carga.

En conjunto, estos tres experimentos demuestran que la supresion del fenotipo de

termosensibilidad de rhol-C17R producida por la eliminacion de Pmk1 no es debida a la
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correccion de los dafios de la pared celular o al incremento de actividad de Rhol v,

probablemente, se deba a un mecanismo independiente y aun desconocido.

2.5 La fosforilacion basal de Pmk1l estd aumentada en la cepa
mutante rho1-C17R

Como se describi6 anteriormente, la sobreexpresion de pmpl® era capaz de
suprimir parcialmente el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rhol-C17R, al
provocar esta fosfatasa un descenso en la actividad de Pmk1 (Figura 31A). Esto podria
indicar que la ruta MAPK de integridad celular esta mas activa en la cepa rhol-C17R.
Para determinarlo, se analizaron los niveles basales de fosforilacion de la quinasa Pmk1
en las células rhol-C17R, usando un anticuerpo policlonal contra ERK1/2 (p44/42)
fosforiladas que es capaz de reconocer la fosforilacién doble de Pmk1, y por lo tanto su
grado de activacion (Sugiura, et al., 1999). Los resultados revelaron que las células rhol-
C17R presentaban un incremento en la fosforilacion basal de Pmk1, en comparacion con
la cepa silvestre, bajo condiciones normales. Ademas, este incremento desaparecio casi
totalmente en las células rho1-C17R rho2A o rhol-C17R pck2A (Figura 39). Estos datos
sugieren que la cepa mutante rhol-C17R tiene una activacion basal de la ruta de
integridad celular, que podria deberse al defecto en la pared celular presente en esta
cepa, y que dicha activacion esta principalmente regulada por Rho2 y Pck2 (Barba, et al.,
2008). Otra interpretacién podria ser que Rhol fuera una reguladora negativa de la

actividad de Pmk1, y que los niveles bajos de actividad de Rhol estimulasen la ruta.

control & rho1-C17R
A D AL
y § & §F 8
s & & 8 s &
S Q Q Q Q R
~— — p44/42

|- —— e || - | HA

Figura 39.- Las células rho1-C17R tienen la fosforilacion basal de Pmk1l aumentada. Andlisis de los niveles de
fosforilacion de la quinasa Pmk1 en células silvestres (wt), rho2A, pck2A, rhol-C17R, rhol-C17R rho2A y rhol-C17R
pck2A que contienen una versbn de Pmk1 marcada con el epitopo HAGHis. A partir de extractos de células en fase
logaritmica, en medio YES a 28°C, se purific6 Pmk1-HA6His mediante cromatografia de afinidad y se analiz6 por
Western-blot. Pmk1 activa se detecté mediante el anticuerpo anti-fosfo-p44/42 y la cantidad total de Pmk1 con el
anticuerpo anti-HA.
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Con la intencion de discernir cual de las dos posibles hipétesis pudiera ser la
correcta, se realiz6 un estudio de la cinética de activacion y desactivacion de la quinasa
Pmk1 en diversas condiciones de estrés. Si Rhol regulase negativamente la ruta MAPK
de integridad celular, la activacion de Pmk1 en respuesta a distintos estimulos deberia
prolongarse en el tiempo en las células rhol-C17R respecto a las silvestres. Se
analizaron los niveles de fosforilacion de Pmk1l en células silvestres y rhol-C17R
sometidas a distintos tipos de estrés como son: estrés hipotonico, estrés hipertonico (KCl
0,6M), y estrés oxidativo (H,O, 1 mM). No se vieron diferencias significativas en la
cinética de activacion de Pmkl de células silvestres y rhol-C17R en respuesta a los
estrés mencionados (Figura 40). Por tanto, se puede concluir que Rhol no es un

regulador negativo de la ruta MAPK.

wt rho1-C17R
0 15 60 0 15 60 min

—— 2— —2— p44/42

i_-.---l HA
0 10 20 10 20 min

, — e —.—1 44/42
Estrés P

LS LU | FR————

KCI

0 30 60 0 30 60 min

L S S G SR p44/42

H,0,
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Figura 40.- La cepa mutante rho1-C17R presenta una cinética de activacion de Pmk1 en respuesta a estrés
semejante a la de una cepa silvestre. Analisis de los niveles de fosforilacion de la quinasa Pmk1l en células
silvestres (wt) y rhol-C17R, que contienen una version de Pmkl marcada con el epitopo HAG6His. Las células de
cultivos en fase logaritmica y en medio YES a 28°C fueron tratadas con KCI 0,6 M o con peréxido de hidrégeno 1
mM. En el caso del estrés hipotonico, las células se incubaron en medio YES suplementado con sorbitol 0,8 M a 28°C
hasta llegar a fase logaritmica y se cambiaron al mismo medio pero sin sorbitol. Se obtuvieron extractos celulares a
distintos tiempos y tras purificar Pmk1-HA6His mediante cromatografia de afinidad, se determinaron los niveles de
Pmk1 activa y total mediante Western-blot. Pmk1 activa se analizé mediante el anticuerpo anti-fosfo-p44/42 y la
cantidad total de Pmk1 con el anticuerpo anti-HA.
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Para confirmar que el descenso en la actividad de Rhol es el causante del
aumento de la actividad de Pmk1 observado en la cepa mutante rhol-C17R y que no es
un efecto exclusivo de este alelo mutante, se analizé si la pérdida de Rhol pudiera
causar un incremento en la fosforilacion de Pmkl1. Para ello, se utiliz6 una cepa que
portaba el plasmido reprimible por tiamina pREP41X-HArhol y en la que el rhol®
enddgeno habia sido delecionado (Rincon, et al., 2006), y se cuantificaron los niveles de
fosforilacion de Pmk1 a medida que disminuia la cantidad de HA-Rhol (Figura 41). Al
reprimir la expresion de HA-rhol por la adiccion de tiamina, se produjo un incremento de
la fosforilacion de Pmk1, que se detecté desde las 2 horas de represion. La lisis causada
por la eliminacion de Rhol en estas células no empieza a ser visible hasta pasadas las 8
horas a 25°C (Figura 41).

Con estos resultados, se puede concluir que hay un aumento en la fosforilacion de
Pmk1 al producirse un descenso de Rhol. Este aumento es, probablemente, debido a los
dafios en la pared celular presentes en las células rhol-C17R y no porque Rhol sea un

inhibidor negativo de la ruta de integridad.

rho1A pREP41X-HArho1*
Tiempo (h) 6

0 2 4
HA-Rho1 | (D N

padia2>|T I

actina
2,5 1
2 E
e 5] -+ HA-Rho1
5 = pa4/4a2
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0
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Figura 41.- El descenso en la cantidad de Rhol provoca un incremento de la fosforilaciéon de la MAPK Pmk1.
Anélisis mediante Western-blot de los niveles de HA-Rhol y de la fosforilacion de Pmk1 en células rhol::ura4”
transformadas con el plasmido pREP41X-HA-rhol". Las células se incubaron en medio minimo sin tiamina a 25°C y
cuando alcanzaron la fase logaritmica se afiadio tiamina (10 pg/ml) para reprimir la expresion de rhol®*. A partir de
este momento se tomaron muestras cada 2h. Pmk1 activa se analiz6 mediante el anticuerpo anti-fosfo-p44/42 y la
cantidad de HA-Rhol con el anticuerpo anti-HA. La actina fue usada como control de carga. La grafica muestra los
datos cuantificados representados en unidades relativas (U.R.) respecto a los niveles a tiempo 0.
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3. INTERACCION DE LA GTPasa RHO1 CON LA FOSFATASA
CALCINEURINA

3.1 La viabilidad de las células rhol-C17R es dependiente de la

actividad de la calcineurina (Ppb1l)

Con el fin de caracterizar los efectos de la mutacion rhol-C17R, se realizaron
diversos ensayos para establecer la sensibilidad de estas células a distintas sales
(resultados resumidos en Apéndice I). En estos ensayos se comprobé que la cepa rhol-
C17R era considerablemente més sensible a MgCl, que la cepa silvestre. Este fenotipo
de hipersensibilidad es tipico de la activaciéon de la MAPK Pmk1l que, como ya se
demostro, tiene un nivel de activacion basal mas alto en la cepa mutante. Cuando se
analizo la sensibilidad a MgCl, de las células rho1l-C17R en presencia del estabilizador
osmatico sorbitol, a una concentracion 1,2 M, se comprobd que las células seguian
siéndolo (Figura 42). Sin embargo, si se eliminaba la sefalizacion de la ruta MAPK
delecionando componentes activadores como rho2* o pmkl® en estas células, se

suprimia la sensibilidad a MgCl, en medio con o sin sorbitol.

MgCl,

0,05M +
Sorbitol 1,2

Figura 42.- La sensibilidad a MgCl,de las células rho1-C17R se debe a una activacion de la ruta de integridad
celular y es independiente de la estabilizacion osmética. Ensayo de crecimiento en gota de una cepa silvestre
(wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R, rhol-C17R rho2A, rhol-C17R pmk1A, rho2A y pmk1A, en medios YES o
YES + sorbitol 1,2 M suplementados con MgCl, en las concentraciones indicadas. A partir de una suspension de
células con una D.O.sanm de 2 se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron durante 3 dias a 28°C.

Otra caracteristica tipica de las células que presentan activacion de Pmkl es la
hipersensibilidad al farmaco inmunosupresor tacrélimus (FK506), el cual provoca la
inactivacion de la fosfatasa calcineurina (Sugiura, et al., 2002; Sugiura, et al., 1998). Para
comprobar el efecto de este compuesto en la cepa mutante rhol-C17R se cuantificé el
porcentaje de lisis y se realiz6 un ensayo de crecimiento con y sin sorbitol a 28°C en
presencia de distintas concentraciones de FK506. Como era de esperar, las células rhol-
C17R también presentaron una gran sensibilidad a este compuesto en comparacion con

las células silvestres en ambos medios (Figura 43A). Ademas, el porcentaje de lisis
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celular aument6 considerablemente a partir de las 3 h en presencia de FK506 0,5 uM,
superando el 38%, mientras que en ausencia de FK506 la lisis no alcanz6 el 10% (Figura
43B).

Previamente se habia demostrado que la MAPK Pmk1, juega un papel antagénico
en la homeostasis del cloro con respecto a la calcineurina (Sugiura, et al., 1998).
Teniendo en cuenta este dato y que la cepa mutante rhol-C17R es altamente sensible a
FK506, se analizo el efecto de este compuesto en las células rhol-C17R cuando se
eliminaba la sefializacion de la ruta MAPK de integridad celular al delecionar los genes
rho2" o pmkl®. Sorprendentemente, se observé que la hipersensibilidad a FK506 de la
cepa rhol-C17R era corregida al eliminar la ruta MAPK de integridad (Figura 43A). Lo

A FK506

0,05 pg/ml
0,05 pg/ml 0,1pg/ml  +Sorbitol 1,2 M
‘10 0 @ :

YES + DMSO
(8h)

YES + 0,5 pg/ml
FK506 (8h)

70
60
50
40

30
20
10

0

% muerte celular (28°C)

TO T T3 T6 T8 Tiempo (h.)
Ewt+ DMSO Ewt+FKS06 Drho!-C17R + DMSO Mrho1-C17R + FK506

Figura 43.- La cepa mutuante rho1-C17R es muy sensible a FK506, siempre que la ruta de integridad esté
activa. (A) Ensayo de crecimiento en gota de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R, rhol-
C17R rho2A, rho1-C17R pmk1A, rho2A y pmk1A, en medios YES o YES + sorbitol 1,2 M suplementados con FK506
en las concentraciones indicadas. A partir de una suspension de células con una D.O.gnm de 2 se hicieron diluciones
seriadas V4. Las placas se incubaron durante 3 dias a 28°C. (B) En la parte superior, fotografias de microscopia DIC y
fluorescencia (tincién de calcofltor) de las células wt y rho1-C17R incubadas a 28°C en medio YES suplementado con
0,5 pg/ml de FK506 durante 8 h. La barra corresponde a 5 um. En la parte inferior, el grafico muestra el porcentaje de
muerte celular en las condiciones y células mencionadas a distintos intervalos de tiempo (n = 500 células).
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gue llevd a considerar la hipétesis de que Rhol pudiera tener una funcion junto con la

calcineurina de la cual es antagonista la actividad de la MAPK Pmk1.

Para demostrar esta hipétesis se intenté obtener la cepa mutante doble de rhol-
C17R con la delecién de los genes ppbl* o cnbl®, que codifican la subunidad catalitica y
reguladora de la calcineurina respectivamente (Sio, et al., 2005). Sin embargo, las cepas
mutantes dobles no eran viables, ni siquiera en presencia de un estabilizador osmotico
(datos no mostrados). Tampoco fue viable la cepa mutante triple rhol-C17R pmk1A
ppblA por lo que es muy probable que la calcineurina juegue un papel esencial en la

viabilidad celular, cuando la actividad de Rhol esté disminuida.

3.2 Una baja actividad de Rhol provoca que se necesite y se

active la fosfatasa calcineurina

Teniendo en cuenta que la delecidbn de cualquiera de las subunidades de la

calcineurina es letal en la cepa mutante rho1l-C17R y que esta cepa es muy sensible a la

A
K 445
1 554
Dominio
$ autoinhibidor
1 445
B
Cepa pREP3X

wt -

wt rhot*

wt ppb1*

wt ppb1AC

rho1-C17R =

rho1-C17R rhot*

rho1-C17R ppb1*

rho1-C17R ppb1AC
Figura 44.- El incremento de la actividad de Ppb1 suprime parcialmente el fenotipo de las células rho1-C17R.
(A) Esquema de la truncacion de Ppbl, que elimina el extremo C-terminal en el que se encuentra el dominio
autoinhibidor. (B) Ensayo de crecimiento en gota en medio minimo sin tiamina de las células silvestres (wt) y rhol-
C17R transformadas con el plasmido pREP3X vacio o portando los genes: rhol®, ppbl” y ppblAC. A partir de una
suspension de células con una D.O.g0nm de 4 se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron durante 3
dias a las temperaturas indicadas. El cuadrado verde marca el rescate parcial del crecimiento de la cepa rhol-C17R
mediante la sobreexpresiéon de ppblAC.
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inhibicion de la fosfatasa mediante el uso del compuesto FK506, se analiz6 si un
incremento en la actividad de la calcineurina pudiera compensar los defectos de Rhol en
las células rhol-C17R. Para lo cual, se transformaron estas células con un plasmido de
sobreexpresion (pREP3X) que portaba una version de la subunidad catalitica sin su
extremo C-terminal. Se ha descrito que esta version truncada genera una fosfatasa
independiente del complejo Ca®‘/Calmodulina para su activacion, y por lo tanto, se
mantiene constitutivamente activa (Sugiura, et al., 1998) (Figura 44A). Como cabia
esperar, un incremento ectopico en la actividad de la calcineurina fue capaz de
compensar parcialmente el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rhol-C17R

ya que permitié un crecimiento parcial a 34°C (Figura 44B).

Puesto que el aumento en la actividad de la calcineurina podia corregir
parcialmente a las células rhol-C17R, se examind el estado de esta fosfatasa in vivo
mediante un ensayo que mide la activacion de la via de sefializacion de la calcineurina.
Para ello se utilizd una cepa que portaba una copia integrada del gen que codifica la
proteina verde fluorescente (GFP) controlado por un promotor con tres elementos de
respuesta a la calcineurina (CDRE) (Kume, et al., 2011). De tal forma que la expresion de
este gen es proporcional a la activacion de la calcineurina. Cuanto mas activa esté la
calcineurina, mayor sera la activacion de su factor de transcripcion, Prz1, que reconoce a
estos CDREs y por tanto, mayor sera la produccién de GFP. Asi, mediante ensayos de
Western-blot utilizando extractos de células silvestres y rhol-C17R se comprobé que se
producia un incremento de, al menos, 3,8 veces de la actividad de la calcineurina en
células rhol-C17R con respecto a las células silvestres (Figura 45). Este incremento de
la proteina reporter era especifico ya que en presencia de FK506 se producia una bajada

del mismo.

wt rho1-C17R
0,5pug/m FK506 (1h) - + = +
anti-GFP === — - e

acting ' — — —

UR. 1 06 38 28

Figura 45.- La actividad de la calcineurina se ve incrementada en la cepa mutante rhol-C17R. Ensayo de
actividad de la calcineurina en células silvestres (wt) y rhol-C17R en medio YES a 32°C durante 2h, mediante
andlisis de expresién de GFP controlado por un promotor con tres elementos CDRE. Los extractos celulares se
analizaron por Western-blot con anticuerpos anti-GFP (panel superior) o anti-actina (panel inferior). Como control se
afiadié FK506 (0,5 pg/ml) durante la Ultima hora para observar el descenso especifico de la proteina GFP. La actina
fue usada como control de carga. Los datos cuantificados se presentan como unidades relativas (U.R.) al total de
GFP en el control silvestre sin FK506.
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Tras este resultado, se consider6 la posibilidad de que la calcineurina pudiera
estar mas activa con objeto de inhibir la activacion de la MAPK de la ruta de integridad,
Pmk1. Por lo que se analizd si la actividad de esta quinasa se incrementaba con el
tiempo al exponer las células al inhibidor FK506. Sin embargo, no se observo ningan
aumento en la fosforilacion basal de Pmk1, lo que significa que la calcineurina no regula

de forma directa o indirecta la actividad de esta quinasa (Figura 46).

wt rho1-C17R
0 30 60 120 O 30 60 120 min

o e e e 5

Figura 46.- La actividad basal de Pmk1 no varia en el tiempo en presencia de FK506. Andlisis de los niveles de
fosforilacion de la quinasa Pmk1 en células silvestres (wt) y rhol-C17R, que contienen una version de pmkl marcada
con el epitopo HA6His. Los cultivos se incubaron a 28°C en medio YES, se afiadié FK506 (0,5 pug/ml) y se tomaron
muestras en los tiempos indicados. A partir de estas células se purificé Pmk1-HAG6His por cromatografia de afinidad y
se analiz6 por Western-blot. Pmk1 activa se detecté mediante el anticuerpo anti-fosfo-p44/42 y la cantidad total de
Pmk1 con el anticuerpo anti-HA, gue sirvi6 como control de carga.

En conjunto, estos resultados sugieren que la sefializacion de la calcineurina es
activada y requerida para la supervivencia, cuando la actividad de Rhol esta

comprometida.

3.3 La interaccion funcional de Rhol y Ppbl no es dependiente

del factor de transcripcion Przl

El factor de transcripcion Prz1 media alguna de las sefales de la calcineurina. Su
homdlogo en S. cerevisiae, el factor de transcripcion de respuesta a calcineurina, Crzl
(Stathopoulos y Cyert, 1997), es el encargado de intervenir en la mayor parte de la
sefalizacién celular producida por esta fosfatasa. Por ejemplo, como consecuencia de un
dafo en la pared celular, Crz1 induce la expresion del gen FKS2, que codifica una de las
subunidades cataliticas de la glucan sintasa (Zhao, et al., 1998). Teniendo en cuenta este
dato, que la cepa mutante rhol-C17R tiene graves problemas en la pared celular y que la
delecién de la calcineurina es letal en esta cepa, se investigd si la funcién esencial de
Ppbl en la cepa mutante rhol-C17R pudiera ser mediada por Prz1. De ser asi, la falta de
este factor de transcripcion tendria un efecto similar a la ausencia o la inhibicién de Ppbl.

Para ello se realizé la delecion del gen prz1® en la cepa mutante rho1l-C17R y se analiz6
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su crecimiento a distintas temperaturas. Como se puede ver en la figura 47, la ausencia
de este factor de transcripcion no afect6 significativamente al crecimiento de la cepa
rhol-C17R. Por lo tanto, este resultado indica que la interaccion funcional que se
describe en esta memoria entre Rhol y la fosfatasa calcineurina, no es dependiente de la

activacion de la transcripcion por parte de Prz1.

rho1-C17R
prz1A

Figura 47.- La ausencia de prz1’ no altera el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rho1-C17R.
Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R, prz1A
y rhol-C17R prz1A. A partir de una suspension de células con una D.O.g0nm de 1 se hicieron diluciones seriadas %a.
Las placas se incubaron en las temperaturas indicadas durante 3 dias.

3.4 Rholy Ppbl interaccionan

Teniendo en cuenta que la relacion funcional que presentan Rhol y Ppbl no

dependia del factor de transcripcion, se considerd la posibilidad de que existiese

Ppb1-GFP
rho1-C17R

25°C

32°C

Figura 48.- La localizacion de Ppb1l-GFP en las células rhol-C17R es similar a las células silvestres.
Fotografias de fluorescencia de células silvestres (wt) y rho1-C17R portando una copia de ppb1-GFP integrada en su
propio locus. Las células fueron incubadas a 25°C o a 32°C durante 5h en medio YES. Las flechas blancas indican la
localizacién de Ppbl. La barra corresponde a 5 um.

80



RESULTADOS

interaccion directa entre ambas proteinas. En primer lugar se construyé una cepa que
expresaba de forma enddégena Ppb1l fusionada a GFP en su extremo carboxilo. Mediante
microscopia de fluorescencia, se comprob6 que Ppb1l-GFP se localizaba en el citoplasma
y en la zona media de la célula formando un anillo durante la citoquinesis (Figura 48).
Dicha localizacién se mantuvo en las células rhol-C17R, con baja actividad de Rhol, a

25°C y a 32°C por lo que no parece depender de esta GTPasa (Figura 48).

A continuacion, se realizé un ensayo de coinmunoprecipitacion entre HA-Rhol y
Ppbl-GFP, ambas expresadas en niveles enddgenos, y se observd que si existia
interaccion entre ambas proteinas (Figura 49). Es posible, por tanto, que Rhol sea una
diana de la calcineurina, o que ambas proteinas ejerzan su acciéon conjuntamente sobre

una tercera proteina (Palmer, et al., 2005).

Ppb1-GFP + -+
HA-Rho1 -+ o+
’ Figura 49.- Ppbl y Rhol interaccionan in vivo.
8 anti-GFP | ww= = Ensayo de coinmunoprecipitacion de Ppbl-GFP y
o HA-Rhol expresados bajo el control de sus
g respectivos promotores. Los extractos celulares se
: incubaron con anticuerpos anti-HA policlonales
> unidos a proteina A-sefarosa. Los niveles totales y
Ll anﬂ-HA ' — precipitados de Ppbl-GFP y HA-Rhol fueron
detectados con anticuerpos anti-GFP o anti-HA
respectivamente. Como control negativo se usaron

extractos de células que expresaban solo HA-rhol o

IP: HA ! ppbl-GFP.
blot: anti-GFP

3.5 La entrada de Ca?" al interior celular es necesaria cuando la

funcion de Rhol estd comprometida

Se ha descrito que una de las funciones antagonicas realizadas por la quinasa
Pmk1 y por la fosfatasa calcineurina es la activacion e inactivacion, respectivamente, del
canal formado por Ehs1/Yam8 y Cchl (Ma, et al., 2011). Este canal permite el transporte
del Ca** desde el exterior al interior celular en S. pombe (Carnero, et al., 2000). Los altos
niveles de Ca* intracelular pueden causar la muerte y la cepa mutante rhol-C17R
presenta una mayor actividad basal de la ruta de integridad celular y, por lo tanto, un
mayor flujo al citosol de este ion. Por ello, se quiso comprobar si se podia apreciar una

mejoria en las células rhol-C17R en ausencia del canal de Ca?*. Se construy6 la cepa

81



RESULTADOS

mutante doble rhol-C17R yam8A y se llevo a cabo un ensayo de crecimiento a diversas
temperaturas. Sorprendentemente, se observé un empeoramiento marcado en el fenotipo
de termosensibilidad de la cepa mutante doble rho1-C17R yam8A respecto a rho1l-C17R
y, por tanto, una interaccion génica negativa entre estos dos genes (Figura 50A). Una
posible interpretacion es que al no disponer las células del Ca** suficiente, se produzca la
inactivacion de la proteina calcineurina (fosfatasa dependiente de Ca*") que, como ya se
ha demostrado, es esencial para la viabilidad celular cuando hay una baja actividad de
Rho1. Corroborando esta hipétesis, se comprobé que si se limita la disponibilidad de Ca®*
extracelular mediante la adicion de un agente quelante al medio de cultivo (EGTA 1mM)
también se dificulta el crecimiento de las células rho1-C17R (Figura 50B). Por lo tanto, la
cepa mutante rhol-C17R necesita la entrada de Ca®" al interior celular para poder

sobrevivir.

A

rho1-C17R
yam8A

Figura 50.- La cepa mutante rho1-C17R precisa de una entrada de Ca®" al interior celular para su supervivencia.
(A) Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: rhol-C17R,
yam8A y rhol-C17R yam8A. A partir de una suspension de células con una D.O.gonm de 1 se hicieron diluciones
seriadas Ya. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 3 dias. (B) Crecimiento de las cepas
silvestre (wt) y rhol-C17R en medio YES suplementado con EGTA a las concentraciones indicadas. A partir de una
suspension de células con una D.O.s0onm de 2 se hicieron diluciones seriadas Ya. Estas placas se incubaron a 28°C
durante 3-4 dias.

3.6 Presencia de estrés de reticulo endoplasmico en respuesta a
una baja actividad de la GTPasa Rhol

El estrés de reticulo endoplasmico provoca una respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR), muy bien caracterizada, que incrementa la transcripcién de diferentes

genes que codifican chaperonas y enzimas implicadas en el plegamiento proteico. En S.

cerevisiae el estrés de reticulo, mediante la intervencion de la ruta MAPK de integridad
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celular, también provoca una entrada de Ca*" al citosol, asi como la activacion de la
calcineurina (Bonilla y Cunningham, 2003; Bonilla, et al., 2002; Deng, et al., 2006). Esta
activacion es necesaria para la supervivencia de diferentes especies de levadura en
respuesta al estrés de reticulo (Bonilla, et al., 2002; Kim, et al., 2012; Lustoza, et al.,
2011). Se ha descrito también, que los problemas en la pared celular pueden activar
componentes de la respuesta a estrés de reticulo (Bonilla y Cunningham, 2003; Scrimale,
et al., 2009). Teniendo en cuenta que la cepa mutante rhol-C17R necesita calcineurina
activa para su supervivencia y que presenta graves defectos en la pared celular, se
considerd la posibilidad de que el alelo rhol-C17R pudiera estar causando estrés de
reticulo endoplasmatico en las células. Para comprobar esta hipotesis, se analizé la
sensibilidad de las células mutantes a estrés de reticulo inducido por ditiotreitol (DTT) o
por tunicamicina (TM). EI DTT inhibe la formacion de los puentes disulfuro y la TM la N-
glicosilacién, lo que provoca en ambos casos la acumulacion de proteinas mal plegadas
en el reticulo y por tanto, la activacion de la UPR. Como control positivo, sensible a estrés
de reticulo, se utiliz6 la delecién de la quinasa/nucleasa Irel, requerida para iniciar la
UPR (Ron y Walter, 2007). Las células mutantes rho1-C17R mostraron un ligero aumento
de sensibilidad a DTT (Apéndice I) pero la hipersensibilidad a TM fue mucho mas
marcada (Figura 51A). Esta sensibilidad, aunque mas leve, se mantuvo incluso en
presencia del estabilizador osmético sorbitol 1,2 M (Figura 51B). Estos datos sugieren la
necesidad de una correcta funcion de Rhol para poder hacer frente a una acumulaciéon
de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasméatico. También podrian indicar la
existencia de un estrés de reticulo basal en las células con baja actividad de Rhol, de
forma que un aumento de dicho estrés provocado por la tunicamicina seria letal. Si esta
hipétesis fuese correcta, se explicaria la necesidad de Ca* y de calcineurina para la

supervivencia de las células rhol-C17R.

YES+ YES+
TM0,03 pg/ml TM0,05 pg/ml
B YES + Sorbitol+ YES + Sorbitol +
0 0 0 0
YES+ Sorbitol TMO0,03 pg/ml TMO0.05 pg/ml

ire1A
wt
rho1-C17R

Figura 51.- La cepa mutante rho1-C17R presenta sensibilidad a la tunicamicina. Ensayo de crecimiento en gota
de una cepa silvestre (wt), y de las cepas mutantes: irelA y rhol-C17R en medio (A) YES o (B) YES + sorbitol 1,2 M
suplementado, en ambos casos, con tunicamicina (TM) en las concentraciones indicadas. A partir de una suspension
de células con una D.O.s00nm de 2 se hicieron diluciones seriadas Yz. Las placas se incubaron durante 3 dias a 28°C.
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Se ha propuesto que la muerte producida por estrés de reticulo es causada por un
aumento de la permeabilidad vacuolar que provoca la acidificacion celular (Kim, et al.,
2012). Si esto ocurriese en las células rhol-C17R, el aumento de pH externo mejoraria el
crecimiento celular ya que S. pombe es muy sensible al pH del medio. Como se muestra
en la figura 52, la utilizacién de medio YES tamponado con MES (acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico) a pH 6,0 o 6,3 suprimié parcialmente la termosensibilidad de las células
rhol-C17R.

28° H6.3
w XXX )
rhot1-c17R[ R R
32°
rho1-c17R{ K K
34°

wil X XK K
rho1-C17R

Figura 52.- La correccion del pH intracelular de una forma exégena suprime parcialmente el fenotipo de las
células rhol1l-C17R. Crecimiento de las células silvestre (wt) y rho1-C17R en medio YES suplementado con MES a
una concentracion de 40 mM y tamponado al pH indicado. A partir de una suspension de células con una D.O.gponm de
2 se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron en las temperaturas indicadas durante 3 dias.

3.7 Las células rho1-C17R no presentan una ERAD defectuosa

El reticulo endoplasmético es el lugar donde las proteinas de membrana y las que
se secretan son plegadas correctamente, por lo que este organulo estd equipado con una
gran cantidad de sistemas que controlan la sintesis y plegamiento de las proteinas
(Hoseki, et al., 2010). Estos sistemas de control de calidad del reticulo son capaces de
discernir entre proteinas correctamente e incorrectamente plegadas, reteniendo a estas
dltimas e intentando que adquieran una conformacion adecuada antes de salir del reticulo
(Ellgaard y Helenius, 2003; Hoseki, et al., 2010). Adicionalmente, aquellas proteinas que
no pueden ser plegadas correctamente son selectivamente transportadas desde el
reticulo al citosol, ubiquitinadas y degradadas por el proteosoma. A este proceso se le
denomina “Degradacién asociada al reticulo endoplasmatico” o ERAD (Hoseki, et al.,
2010; Vembar y Brodsky, 2008).

Para comprobar si la cepa mutante rhol-C17R pudiera presentar un mal
funcionamiento de esta degradacion asociada a reticulo que provocase estrés y activase

la UPR, se realiz6 un ensayo de cinética de degradacion de la carboxipeptidasa Y con
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una mutacion que impide su plegamiento (CPY*) y, por lo tanto, es sustrato de la ERAD
(Hartmann-Petersen, et al., 2004). Las células con una ERAD defectuosa no son capaces
de degradar eficientemente esta proteina mutada y la mantienen durante més tiempo en
el interior celular (Hartmann-Petersen, et al., 2004; Otero, et al., 2010). Se utiliz6 un
plasmido que permite expresar la proteina CPY* bajo el control del promotor reprimible
por tiamina nmtl. Ademas, la proteina CPY* esta marcada en su extremo amino con el
epitopo V5 y seis histidinas (pNMT1-V5-6His-CPY*) (Hartmann-Petersen, et al., 2004).
Se transformaron tanto la cepa mutante rhol-C17R como la cepa silvestre con el
plasmido que portaba la CPY* y se comprobd la vida media de esta proteina a 28°C
después de haber reprimido el promotor del plasmido con tiamina y haber afiadido
cicloheximida para inhibir la sintesis de proteinas. Como se muestra en la figura 53, la
vida media de esta proteina fue muy semejante en las células rhol-C17R y en las células
silvestres, por lo que se puede concluir que la cepa mutante no muestra defectos en la

degradacion asociada al reticulo endoplasmico.

En conjunto, de estos resultados se deduce que la cepa mutante rhol-C17R
presenta problemas que podrian estar causados por un estrés de reticulo endoplasmico

aunque la respuesta ERAD no esta afectada.

wt

0 0,5 1 2 4 Tiempo (h) Figura 53.- Las células rhol-C17R
presentan una cinética de degradacion de

anti-V5 - B B p — 4 = CPY* semejante a las células silvestres.
Anadlisis mediante Western-blot de los niveles
) CPY* en células silvestres (wt) y rhol-C17R
actina ; S— transformadas con el plasmido pNMT1-V5-
6His-CPY*. Los cultivos se incubaron a 28°C
en medio minimo sin tiamina durante 21h. A
rho1-C17R continuacion se afiadi6 tiamina (100 mM) y
cicloheximida (250 pg/ml) y se tomaron
0 05 1 2 4 Tiempo (h) muestras a los tiempos indicados. La cantidad
CPY* total se detect6 mediante el anticuerpo
anti.vs- == o anti-V5 (paneles superiores). La actina fue
usada como control de carga (paneles

inferiores).

acting = —— e ——
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4. BUSQUEDA DE INTERACCIONES ENTRE LA GTPasa RHO1 Y
EL SISTEMA INTRACELULAR DE MEMBRANAS

4.1 Las células rhol-C17R presentan una interaccion geénica

negativa con el complejo adaptador AP-3

Con el fin de encontrar nuevas vias de sefializacion de rhol®, realizamos un
screening global buscando genes que al ser eliminados agravasen la termosensibilidad o
provocasen letalidad en una cepa con baja actividad de Rhol como es rhol-C17R. Se
cruz6 esta cepa con la coleccién de deleciones viables de S. pombe, tal y como se
explica en el apartado 7 de Materiales y Métodos, y se analizo el crecimiento de los
dobles mutantes generados. Los datos del screening se pueden consultar en el

Apéndice Il de esta memoria.

Se obtuvieron diversos genes implicados en distintas funciones. Entre ellos
destacan genes implicados en el establecimiento de la polaridad celular y la regulacion de
los microttbulos, como teal’, tea2", tead” y tipl®. Posteriormente se confirmé que estas
interacciones eran correctas mediante cruce clasico, comprobandose que las dobles
mutaciones mostraban defectos en el crecimiento a partir de la temperatura de 28°C.
Este resultado indica que es necesario un Rhol totalmente funcional cuando el

establecimiento de Ila

/EnpociTosis polaridad y/O el

citoesqueleto de
o o microtubulos estan
i
EXOCITOSIS O O O —
/ V= \ afectados.
RETRGMERO ':T? 1 Otra de |las

RUTA
CPY

interacciones negativas

\: " ./ mas interesantes que se

S ——— ey identificaron en este
/9 \o screening, fue la que
Q) corli CoPIl !

\ / presentaba Ila cepa

WE mutante rhol-C17R con

todos los componentes
Figura 54.- Resumen del sistema de endomembranas. El transporte vesicular .
entre el reticulo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi necesita los complejos | d€l complejo adaptador
COP | y COP IlI. El transporte hacia la vacuola ocurre bien por la ruta de la , .
carboxipeptidasa Y (CPY), en color rojo, o bien por la via del complejo adaptador AP-3 (Apendlce ”)' La
AP-3, en verde. Se destaca en color azul Ia} ruta endocitica hacia !a vgcuola. EE, ruta del complejo AP-3
endosoma temprano; LE, endosoma tardio; MVB, cuerpo multivesicular; MP,
membrana plasmatica. llustracién adaptada de Epp et al., 2011.
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esta muy conservada a lo largo de la evolucién y en levaduras esta implicada en el
transporte vesicular desde la region trans-Golgi a la vacuola directamente (Cabrera, et al.,
2010; Cowles, et al., 1997) (Figura 54), de una forma independiente de clatrina (Anand,
et al., 2009). Este complejo estéd formado por cuatro subunidades: & (Apl5), 83 (Apl6), u3
(Apm3) y 03 (Aps3) (Boehm y Bonifacino, 2001). Para confirmar estas interacciones
génicas negativas se construyeron de nuevo las cepas mutantes dobles mediante cruces
individuales y analizamos su crecimiento a distintas temperaturas. Como se puede
apreciar en la figura 55 y tabla IV, las células rhol-C17R a las que se les ha delecionado
cualquiera de los componentes del complejo AP-3, presentan un claro aumento en el

fenotipo de termosensibilidad. Como se puede observar en las placas de 32°C, el

25°C 28°C 32°C 34°C

aplsA
rho1-C17R apl5A
wt |

rho1-C17R

apléA

rho1-C17R
apléA
wt
rho1-C17R
apm3A

rho1-C17R
apm3A

wt

rho1-C17R

aps3A

rho1-C17Raps3A

Figura 55.- La ausencia de componentes del complejo adaptador AP-3 empeora el fenotipo de
termosensibilidad de las células rho1-C17R. Ensayo de crecimiento en gota en medio YES de las cepas silvestre
(wt), rhol-C17R y de las siguientes cepas mutantes: apl5A, rho1-C17R apl5A (primer panel), apl6A, rhol-C17R apl6A
(segundo panel), apm3A, rhol-C17R apm3A (tercer panel), aps3A y rhol-C17R aps3A (cuarto panel). A partir de una
suspension de células con una D.O.conm de 1 se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron en las
temperaturas indicadas durante 3 dias.

crecimiento de las cepas mutantes dobles fue mucho menor que el de la cepa rhol-
C17R. Esto llevé a proponer la necesidad del correcto funcionamiento del complejo AP-3

para la supervivencia celular cuando la funcion de Rhol estd comprometida.

87



RESULTADOS

Tabla IV.- Efecto de la ausencia de componentes del complejo AP-3 en el crecimiento de las células rho1-C17R
en medio YES a distintas temperaturas.

Temperatura (°C)

Cepa Mutante 25 28 32 34

rhol-C17R + + + NC

rhol-C17R apl5A + -- NC

Componentes del | yho1.c17raples | = | = | — | NC
complejo

adaptador AP-3 rhol-C17R apm3A x x -- NC

rhol-C17R aps3A + NC

+ Similar arhol1l-C17R Empeoramiento leve -- Empeoramiento Moderado

--- Empeoramiento Grave NC No crecimiento

4.2 Una baja actividad de Rhol provoca defectos en el

procesamiento de la carboxipeptidasa Y (Cpy1l)

Hasta la fecha se conocen dos rutas de transporte vesicular desde el aparato de
Golgi a la vacuola en levaduras. Una via directa (region trans-Golgi — vacuola) de la que
se encarga el complejo AP-3 (Cowles, et al., 1997) y otra via en la que el transporte pasa
a través de los endosomas (Tabuchi, et al.,, 1997) (Figura 54). Esta dUltima ruta,
conservada evolutivamente en levaduras, lleva especificamente a la proteina cargo:
carboxipeptidasa Y (Cpyl). Esta enzima vacuolar es inicialmente sintetizada como un
pro-precursor en el reticulo endoplasmatico y transportada a través de los endosomas a
la vacuola donde es finalmente procesada y transformada en su forma madura
(Mukaiyama, et al., 2011; Tabuchi, et al., 1997). Cualquier defecto en el transporte, via
endosomal, desde la region trans-Golgi hasta las vacuolas o bien problemas en la
formacion de estos organulos, impiden la localizacion de la carboxipeptidasa en la
vacuola y se produce una secrecion de la misma al exterior celular (Iwaki, et al., 2006;
Miyatake, et al., 2007). Por esto, Cpy1 se utiliza como proteina marcadora de un correcto
transporte desde el reticulo endoplasmico a la vacuola. Considerando que en las células
rhol-C17R es necesario el correcto funcionamiento del complejo AP-3, se propuso que
tal vez esta necesidad era debida a que el transporte via endosomal, desde la regién
trans-Golgi hasta las vacuolas era defectuoso. Para comprobarlo, se analizé si en las
células rhol-C17R se producia secrecion de CPY mediante inmunoblot de colonias
incubadas a 25°C con un anticuerpo monoclonal anti-carboxipeptidasa desarrollado para

S. cerevisiae y capaz de reconocer también a la proteina Cpyl de S. pombe. Como
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control negativo para el ensayo se utilizo la cepa mutante cpylA y como control positivo
la cepa mutante de cdc42, cdc42-L160S con un defecto en el transporte de esta proteina
(Estravis, et al., 2011). Tal y como se muestra en la figura 56A, la sefial de la colonia de
rhol-C17R fue muy similar a la de cdc42-L160S, lo que indica que estas células secretan
Cpyl de manera anormal. Sorprendentemente este efecto fue casi totalmente corregido
al delecionar la MAPK, Pmk1. También se observé que la delecion de Ppbl presenta una
ruta de la carboxipeptidasa Y defectuosa. El hecho de detectar la proteina Cpyl fuera de
las células de la cepa mutante rhol-C17R, podria deberse a la lisis provocada por los
defectos en pared celular propios de estas células, por lo que se repiti6 el ensayo con
células incubadas en presencia del estabilizador osmotico sorbitol a una concentracion
1,2 M. Nuevamente, la cepa mutante rho1-C17R presento un elevado indice de secrecion
de la carboxipeptidasa Y, lo que indica que la presencia extracelular de esta proteina no
se debe a la lisis de las células. Esta secrecion anomala fue totalmente corregida al
apagar la ruta de integridad celular (Figura 56B). La cepa ppblA presend un

comportamiento similar en presencia de sorbitol. Estos resultados indican que Rhol y

Ppbl son necesarias para que Cpyl llegue a la vacuola.

Sorbitol1,2 M
a3

wt {0 rho1-C17R pmk1A wt rho1-C17R pmk1A

cdc42-L160S @) pmk1A cdc42-L160S@  pmki1A

cpy1A ® oovia cpy1Al @ ppb1a

rho1-c17R () rho1-c17R |
Figura 56.- Las cepas mutantes rhol-C17R y ppblA presentan problemas en el procesamiento de la
carboxipeptidasa Y. Andlisis de los niveles de Cpyl mediante ensayo dot-blot con anticuerpo anti-Cpyl de colonias
de células silvestres (wt), cdc42-L160S, cpylA, rhol-C17R, rhol-C17R pmk1A, pmk1A y ppbl4, incubadas a 25°C en
medio YES (A) o en medio YES suplementado con sorbitol 1,2 M (B).

4.3 La cepa mutante rhol-C17R no muestra defectos en la ruta

endocitica ni en la dinamica de vacuolas

Puesto que la cepa mutante rhol-C17R muestra defectos en la ruta de transporte
vesicular de la zona trans-Golgi a la vacuola a través de endosomas, se quiso analizar si
estas células también podrian presentar defectos en el transporte endocitico a la vacuola.
La ruta endocitica estd implicada en la internalizacion de componentes extracelulares y

fluidos asi como de proteinas asociadas a membrana y lipidos (Brodsky, 2012; Lim y
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Gleeson, 2011). En algunas ocasiones, las vesiculas formadas por la endocitosis son
capaces de fusionarse con los endosomas tempranos, donde tienen lugar principalmente
los procesos de reciclaje de muchas proteinas que vuelven a la membrana plasmética
(Stoorvogel, et al., 1996; Tooze y Hollinshead, 1991). Estos endosomas tempranos
maduran hacia endosomas tardios o cuerpos multivesiculares cambiando de tamafio y
morfologia, localizdndose en zonas cercanas al nucleo celular (Solinger y Spang, 2013).
Finalmente los endosomas tardios se fusionan con las vacuolas donde se produce la

degradacion de las proteinas (Figura 54).

El colorante de estirlo FM4-64 es un compuesto organico lipofilico con
propiedades fluorescentes que se internaliza desde la membrana plasmatica y se utiliza
como marcador in vivo de la ruta endocitica y de las vacuolas (Betz, et al., 1992; Betz, et
al., 1996). En S. pombe, la internalizacién del colorante FM4-64 ocurre en las zonas de
crecimiento (Gachet y Hyams, 2005). Para ver si las células de la cepa mutante rhol-
C17R tenian defectos en la endocitosis, se realizdé un estudio comparativo con la cepa
silvestre del transporte de FM4-64 a las vacuolas a 28°C. La incorporacion de este
colorante desde la membrana a las vacuolas fue similar (entre los 30 y 60 minutos) en
ambas cepas (Figura 57). Este ensayo cinético indica que Rhol no tiene defectos

generales de endocitosis o de trafico desde la membrana citoplasmica a las vacuolas.

28°C
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Figura 57.- Las células rho1-C17R no presentan defectos en la internalizacion del colorante FM4-64. Cinética
de incorporacién de FM4-64 en las células silvestres (wt) y rho1-C17R incubadas a 28°C en medio YES. Fotografias
de fluorescencia tomadas a los tiempos mostrados. La barra corresponde a 5 um.

rho1-C17R

Una fraccién de GFP-Rhol se localiza en la membrana de las vacuolas (Figura
24). Esto sugiere que Rhol podria participar en el proceso de la fusion de membranas de

endosomas a vacuolas en S. pombe tal y como ocurre en S. cerevisiae (Logan, et al.,
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2010). Las vacuolas representan el principal organulo encargado de la degradacion en
levaduras. Este compartimento celular es el destino final de numerosas rutas de
transporte entre las que se incluyen: la ruta AP-3, la ruta endocitica, el transporte citosol-
vacuola, la autofagia, etc. (Markgraf, et al., 2009). Las vacuolas también intervienen en el
reciclado de proteinas, en el mantenimiento de los compartimentos subcelulares, en la
regulacion de la osmolaridad, en la homeostasis de iones y como reservorio de

aminoacidos, iones y polifosfatos.

Para visualizar las vacuolas en las células rhol-C17R, se utilizé el colorante
CDCFDA (5,6-carboxi-2’,7’-diclorofluoresceina diacetato) que es un compuesto derivado
del diacetato de fluoresceina (FDA) que se hidroliza a pH acido. En la vacuola, por tanto,
se libera la fluoresceina y esto permite el marcaje especifico de las mismas (Pringle, et
al., 1989). La tincién con CDCFDA mostrd que la cepa mutante rho1l-C17R no presentaba

ningun defecto ni en nimero ni en tamafio de las vacuolas en comparacién con la cepa

silvestre a ninguna de las temperaturas ensayadas (25°C y 32°C) (Figura 58).
wt rho1-C17R

Figura 58.- La cepa mutante rho1-C17R no presenta defectos en las vacuolas. Micrografias de fluorescencia de
células silvestres (wt) y rhol-C17R cultivadas en medio YES a 25°C o a 32°C durante 5h, teflidas con CDCFDA. La
barra corresponde a 5 um.

5°C

2
3

2°C

Las levaduras, y en particular S. pombe, utilizan la fusién y la fisiébn de las
vacuolas como mecanismo regulador que les permite adaptarse a diversas situaciones de
estrés osmoético (Bone, et al., 1998). S. pombe contiene entre 40 a 80 vacuolas de

pequefio tamafio dispersas por toda la célula. De la misma manera que en S. cerevisiae,
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la morfologia de las vacuolas cambia rapidamente en respuesta a cambios osmaoticos en
el medio. Asi, la exposicion a medios hipotonicos produce la rapida fusién de las
vacuolas, mientras que los gradientes hipertonicos del medio causan su fragmentacion
(Brett y Merz, 2008). Para ver si existia algun defecto en la dindmica vacuolar de la cepa
mutante rhol-C17R se analiz6 la respuesta de estas células a situaciones de estrés hiper
0 hipo-osmdtico. En el caso del estrés hiper-osmotico se realizd una tincion con CDCFDA
de células silvestres y rho1l-C17R cultivadas en medio YES a 28°C que se transfirieron a
medio YES con sorbitol 1,2 M. Tras 10 minutos, tanto en la cepa silvestre como en la
cepa mutante de rhol, se pudo observar que las vacuolas se habian dividido, de forma
similar en ambos tipos de células, originando numerosas vacuolas de pequefio tamafio
(Figura 59A). Para conseguir condiciones de estrés hipo-osmético se realiz6 el
experimento contrario, es decir, se incubaron las células en medio YES con sorbitol 1,2 M
y se transfirieron a medio YES sin sorbitol, todo ello a temperatura de 28°C. Tras 10
minutos, se pudo observar en ambas cepas que las vacuolas se habian fusionado para

formar pocas

A Yes —> Yes + Sorbitol vacuolas  de  gran

Figura 59.- Las = :
células rho1-C17R no tamano (Flgura 598)'

muestran  defectos | Estos datos sugieren
en la dinamica de
vacuolas. Imagenes que la cepa mutante
de fluorescencia de
vacuolas tefiidas con rhol-C17R no
CDCFDA en células
silvestres (wt) y rhol-
C1l7R cultivadas a
28°C (A) en medio
YES (izquierda) y tras | fusidn de vacuolas, a
10 minutos de ser
transferidas a YEScon | pesar de la baja
sorbitol 1,2 M i .
medio YES con

sorbitol 1,2 M Rhol.
(izquierda) y tras 10
minutos de ser
transferidas a YES
(derecha). La barra
corresponde a 5 pm.

wt

presenta defectos ni

en la fisibn ni en la

rho1-C17R

wt

rho1-C17R
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4.4 Las células rhol-C17R presentan fragmentacion del aparato

de Golgi

Teniendo en cuenta que las células rhol-C17R mostraban una ruta Cpyl
defectuosa, se analiz6 si presentaban algun defecto en los diferentes organulos
membranosos subcelulares que participan en el procesamiento de Cpyl. Para ello se
utilizaron proteinas de fusion con proteinas fluorescentes que marcaban estos organulos:

vesiculas secretoras/endosomas, reticulo endoplasmético y aparato de Golgi.

Las vesiculas secretoras se anclan a la membrana plasmatica mediante el
complejo del exocisto y posteriormente se fusionan con ella en un proceso que implica la
accioén de las proteinas SNARE (Jahn y Scheller, 2006). La v-SNARE de este complejo
de fusibn a la membrana plasméatica en S. pombe es Sybl, de la familia
sinaptobrevina/VAMP. Esta proteina es esencial y se localiza en estructuras
citoplasmaticas de tipo vesicular de varios tamafios entre las que se incluyen los
endosomas (Edamatsu y Toyoshima, 2003). Estas vesiculas se concentran en la zona
media y en los polos, donde GFP-Syb1l también se observa en la membrana plasmatica.
En las células de la cepa mutante rhol-C17R incubadas a 32°C durante cinco horas, se
observé una mayor acumulacién de vesiculas marcadas con GFP-Sybl en los polos
comparadas con las células silvestres en estas condiciones (Figura 60), lo que podria

indicar un ligero defecto en secrecion o en el reciclaje de los endosomas.

GRESYEL .y rho1-C17R

Figura 60.- Las vesiculas marcadas con GFP-Sybl se acumulan en los polos de las células rhol-C17R a
temperatura no permisiva. Fotografias de fluorescencia de GFP-Sybl en las cepas silvestre (wt) y mutante rhol-
C17R, incubadas en medio YES a 25°C o0 a 32°C durante 5h. La barra corresponde a 5 um.
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El gen ergll® codifica una proteina (Ergll) localizada en el reticulo
endoplasmatico, implicada en la sintesis de ergosterol que es un componente principal de
la membrana plasmatica fungica (Craven, et al., 2007; Hughes, et al., 2007). Por ello, la
proteina Ergl1-GFP es utilizada como marcador de este organulo. La localizacion de
Ergl11-GFP en el reticulo de las células rhol-C17R incubadas a 32°C durante dos horas,
no presentd diferencias apreciables en comparacion con células silvestres cultivadas en

las mismas condiciones (Figura 61).

wt rho1-C17R

Erg11-GFP

Figura 61.- Las células rhol-C17R no muestran diferencias morfolégicas en el reticulo endoplasmico.
Fotografias de fluorescencia de Ergl1-GFP en células silvestres (wt) y rhol-C17R, incubadas en medio YES a 32°C
durante 2 h. La barra corresponde a 5 um.

En S. pombe, la proteina Anpl es utilizada como marcador de las membranas del
complejo de Golgi. Esta proteina esta implicada en la sensibilidad a amino-nitrofenol-

propanodiol y al ortovanadato de sodio, en el crecimiento polarizado, en la secrecién y en

Anp1-mCherry
wt rho1-C17R

25°C

32°C

Figura 62.- Las células rhol-C17R presentan el aparato de Golgi fragmentado a temperatura restrictiva.
Fotografias de fluorescencia de Anpl-mCherry en las cepas silvestre (wt) y mutante rhol-C17R, incubadas en medio
YES a 25°C o0 a 32°C durante 5h. La barra corresponde a 5 um.
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la N-glicosilacion proteica, asi como en el buen funcionamiento del aparato de Golgi,
donde principalmente se localiza (Chapman y Munro, 1994; Sekiya-Kawasaki, et al.,
1998; Sipos, et al.,, 1995). En una cepa silvestre se puede observar Anpl-mCherry
localizada como puntos discretos por todo el citoplasma. En la cepa mutante rhol1-C17R,
tras ser incubada a 32°C durante 5 horas, estos puntos son mucho mas numerosos y de
menor tamafo, sugiriendo que el complejo de Golgi se ha fragmentado (Figura 62).
Estos resultados llevan a considerar la posibilidad de un mal funcionamiento del aparato

de Golgi cuando Rhol no es totalmente funcional.
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Discusion

“Y ri6 mucho la burla.
Pareciéme que en aquel instante desperté de la simpleza en que, como
nifio, dormido estaba. Dije entre mi: «Verdad dice éste, que me cumple

avivar el ojo y avisar, pues solo soy, y pensar cOmo me sepa valer»”

El lazarillo de Tormes. Anénimo
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1. LA CEPA MUTANTE rho1-C17R

En S. pombe, la GTPasa Rhol es una proteina esencial implicada en la
regulacién de la biosintesis de la pared celular y en la organizacion del citoesqueleto de
actina. En este trabajo se obtiene y se describe por primera vez una cepa mutante de
rhol con pérdida de funcién en S. pombe. Esta cepa lleva una mutacion puntual en el gen
de rhol® que provoca la sustitucién de la cisteina en la posicion 17 por una arginina
(C17R). El residuo se localiza en el dominio P-loop, implicado en la unién del GTP a la
proteina y estd ampliamente conservado en las GTPasas Rho (lhara, et al., 1998;
Saraste, et al., 1990). De hecho, esta cisteina esta presente en las GTPasas Rho2, Rho4
y Rho5 de S. pombe, asi como en la proteina Rhol de S. cerevisiae y RhoA de
mamiferos. Por el contrario, estd ausente en Rho3 y Cdc42 de nuestra levadura de
estudio. Se ha descrito que la cisteina 16 de RhoA (homdéloga de la cisteina 17 de Rhol
en S. pombe) es propia de esta proteina y no se encuentra en otras GTPasas de su
misma familia como Racl (Boulter, et al., 2012; Heo, et al., 2006). Ademas se ha
observado que esta cisteina junto con la localizada en la posicion 20 (conservada
también en S. pombe y S. cerevisiae) esta implicada en la regulacién de la actividad de
RhoA (Boulter, et al., 2012; Heo, et al., 2006).

En S. pombe, las células con el alelo rhol-C17R presentaron un severo defecto
en el crecimiento a temperaturas superiores a 32°C. Al determinar los niveles de GTPasa
Rhol mutada, total y activada, se observd que las células rhol-C17R presentaban una
menor cantidad total y una amplia bajada de los niveles de activacién a temperaturas
permisivas para el crecimiento; y que la proteina practicamente desaparecia cuando las
células se sometian a temperaturas no permisivas, que provocan la muerte celular. Una
conclusion de estos datos es que Rhol-C17R es una proteina termosensible y poco
activa que se degrada a medida que sube la temperatura. La sustitucion del aminoacido
cisteina, con caracteristicas hidrofébicas, por una arginina, aminoacido hidrofilico con
carga positiva, supone un gran cambio en la estructura del dominio P-loop, el cual muy
probablemente sufrirh cambios conformacionales que podrian provocar una interaccion
defectuosa entre el nucleétido GTP y la proteina Rhol. Esta circunstancia, como es de
esperar, provoca severos defectos en la actividad B-(1,3)-D-glucan sintasa que se
traducen en un descenso en el contenido de 3-D-glucano de la pared celular (Arellano, et
al.,, 1996). Sin embargo, estos graves defectos en la pared de la levadura no son los
Unicos problemas provocados por la GTPasa Rhol-C1l7R, ya que la estabilizacion
osmotica del medio celular mediante sorbitol solo corrige parcialmente la

termosensibilidad de la cepa mutante rho1-C17R.
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Al observar mediante video-microscopia el fenotipo de lisis de la cepa mutante
rhol-C17R a una temperatura no permisiva, se determiné que estas células morian en
escasos 60 segundos de una forma rapida y violenta, lo que llevé a pensar que el defecto
que presentan provoca un problema fatal para la supervivencia. De hecho, la muerte de
las células rhol-C17R se asemeja a la producida por un descenso de la cantidad de
Rhol en una represion de su gen (Arellano, et al., 1997) o por la reduccion de la actividad
de Rhol provocada por la sobreexpresién del alelo dominante negativo rhol-T20N
(Arellano, et al., 1997). Cuando se observo con mas detenimiento la lisis celular, se pudo
determinar que las células rhol-C17R no se morian por la pérdida de su contenido
intracelular, a diferencia de lo que sucede en otros mutantes con defectos en los
componentes de la pared celular, como mok1-664, (Cortes, et al., 2005; Cortes, et al.,
2012) o con problemas en la organizacién de la misma (de Medina-Redondo, et al.,
2010), sino que las células de la cepa rhol-C17R se hacian permeables al colorante azul
de metileno sin perder su integridad.

La mutacion C17R no parece influir en la localizacion correcta de la GTPasa
Rhol, que se sigue localizando en los lugares de crecimiento celular, polos y septo,
donde est4 activa la sintesis de pared celular (Arellano, et al., 1997; Nakano, et al., 1997).
Sin embargo, esta proteina mutante también se observa en el nicleo, lo que podria
indicar que es enviada al proteasoma para su degradacién. La inestabilidad de Rhol-
C17R apoya esta hipétesis. Sin embargo, no hemos hecho experimentos adicionales
para demostrarla.

Rhol es un factor clave en la organizacion del citoesqueleto de actina (Arellano, et
al., 1997). Sin embargo, la cepa mutante rho1-C17R no parece presentar problemas en la
localizacién ni en la organizacion de los polimeros de actina a temperatura permisiva. Si
se observa que cuando las células son sometidas a una temperatura restrictiva (34°C),
pierden sus cables de actina como sucedia en la represion del gen rhol* (Arellano, et al.,
1997). Esto confirma el hecho de que es necesaria una proteina Rhol funcional para el

mantenimiento de los cables de actina.

Al observar la morfologia de los microtabulos, las células rhol-C17R no parecen
presentar ningun tipo de problema en esta estructura a una temperatura permisiva. Sin
embargo, al someter las células a una temperatura restrictiva, los haces de microtibulos
aparecen mal localizados y no acaban en los polos. Este hecho puede explicarse
simplemente porque al producirse la muerte celular a esta temperatura, todos los
componentes intracelulares se ven afectados. Sin embargo, las células no han perdido su

integridad y también podria deberse a que es necesaria la funcibn de Rhol para la

100



DISCUSION

homeostasis correcta de los haces de microtibulos, como sucede en S. cerevisiae, con la
proteina Rom2 (homoéloga de Rgfl, principal GEF de Rhol) o las proteinas Rho
(Manning, et al., 1997). La observaciéon de una interaccion genética negativa entre rhol-
C17R y tealA apoya esta hipétesis ya que en las células tealA tampoco se produce la

despolimerizacion de los microtabulos al alcanzar el cortex apical (Mata y Nurse, 1997).

La expresion de rhol® en un plasmido multicopia bajo su propio promotor fue
capaz de suprimir totalmente el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante rhol-
C17R, ya que se corrigieron todos los defectos provocados por esta mutacién. La
sobreexpresion en plasmidos pREP41, de expresion media, del alelo rhol® también
corregia el fenotipo de la cepa mutante, no asi la sobreexpresion de otros alelos de este
gen. El alelo constitutivamente inactivo o rhol-T20N, perjudicaba en gran medida a las
células rhol-C17R al bajar la actividad de Rhol en una cepa que ya la tiene disminuida
de por si. Contrariamente a lo que se pudiera pensar, la sobreexpresion del alelo
constitutivamente activo rho1-G15V no fue capaz de suprimir la termosensibilidad de las
células rhol-C17R, sugiriendo que es necesario que Rhol cicle entre los estados activo e
inactivo para poder realizar su funcion. La sobreexpresion de otras GTPasas de la familia
Rho no pudo rescatar a la cepa mutante sino que en algunos casos, como en rho2" y
rho3" se produjo un agravamiento del fenotipo, lo que sugiere que estas dos GTPasas
realizan funciones distintas y, quizas, opuestas a las de Rhol. Esto no es el caso en S.

cerevisiae, donde Rho2 comparte algunas funciones con Rhol (Schmelzle, et al., 2002).

El aumento en la actividad de Rhol producido por la sobreexpresiéon de su
principal proteina GEF, Rgfl, fue capaz de rescatar el crecimiento de la cepa mutante
rhol-C17R a temperatura restrictiva, no asi la sobreexpresion del GEF implicado en
citoquinesis Rgf3, lo que sugiere que los defectos presentes en las células rhol1-C17R no
son especificos del proceso de citoquinesis. Se podria esperar que un aumento de las
proteinas GAP, inductoras de la actividad GTPasica, pudiera agravar el fenotipo de la
cepa mutante de rhol, curiosamente, la sobreexpresion de cualquiera de las GAPs de
Rhol no acentu6 la termosensibilidad de las células rhol-C17R. Este hecho podria
deberse a que el cambio de conformaciéon sufrido por la proteina al producirse la
sustitucién de aminoacidos, impidiese a Rho1l-C17R interaccionar correctamente con sus
proteinas GAPs o bien a que no fuese funcional la actividad GTPasica de esta proteina

mutante.

La sobreexpresion de las proteinas efectoras de Rhol, Pckl y Pck2, revel6 que

Unicamente Pck2 era capaz de suprimir ligeramente el fenotipo de termosensibilidad de la
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cepa rhol-C17R, lo que puede ser debido a la implicacion de esta proteina en la

biosintesis de la pared celular (Arellano, et al., 1999b; Calonge, et al., 2000).

2. RELACION ANTAGONICA ENTRE RHO1 Y LA RUTA MAPK DE
INTEGRIDAD CELULAR

En el screening de genes supresores en multicopia del fenotipo termosensible de
rhol-C17R realizado con la genoteca de ADN gendmico pURSP1 no se obtuvo ningun
clon que contuviese en el inserto a rhol” o a rgfl® que, como se ha visto, son genes
capaces de suprimir el fenotipo de la cepa rhol-C17R. Se puede considerar, por tanto,
que no fue saturante a pesar de que se obtuvieron alrededor de 9.370 clones
transformantes, numero suficiente para cubrir practicamente todo el genoma de S.
pombe. Sin embargo, entre los genes obtenidos como supresores encontramos la ORF
gue codifica para la fosfatasa de especificidad dual Pmpl y nos parecié oportuno
confirmar este resultado. Como era de esperar, la sobreexpresion en plasmidos pREPs
de Pmpl fue capaz de corregir parcialmente el fenotipo de termosensibilidad de las
células rhol-C17R y, ademas, la delecion de pmpl® lo agravaba, lo que revela que la
funcion de Pmpl es necesaria cuando la actividad de Rhol estd comprometida. Hasta la
fecha, la Unica diana conocida de esta fosfatasa es la MAPK de la ruta de integridad
celular Pmk1, a la que regula de forma negativa (Sugiura, et al., 1998). La delecion de
esta quinasa mejoro6 el crecimiento de la cepa mutante rhol-C17R incluso en ausencia de
Pmpl, lo que indica que el efecto positivo causado por la sobreexpresion de esta
fosfatasa es producido por la inactivacion de Pmk1. Estos resultados sugieren también
que la actividad de la denominada ruta de integridad celular podria ser dafiina para las
células rhol-C17R. Esta hipétesis fue confirmada mediante la construccion de varios
dobles mutantes entre la cepa rhol-C17R y diversos componentes de la ruta de
integridad. La eliminacion de componentes inactivadores de esta ruta, como son Rgaz2,
Rga4, Pmply Pypl agravo el fenotipo de termosensibilidad de la cepa mutante de rholy
la delecién de activadores de esta ruta como Rho2 y Pmk1 mejord el crecimiento de esta
cepa. No obstante, se observd que la ausencia de algunos activadores de Pmk1 como
Pck2, Rgfl y Pekl, empeoraba el fenotipo de termosensibilidad. La quinasa Pck2
ademas de intervenir en la ruta de integridad esta implicada en la sintesis de pared
celular (Arellano, et al., 1999b), por lo que la eliminacion de esta quinasa podria agravar
el problema de pared de la cepa rhol-C17R. Por su parte, Rgfl, aunque active a Pmk1,
es el principal GEF de Rhol (Cruz, et al., 2013; Garcia, et al., 2006; Perez y Rincon,

2010), y es capaz de corregir el defecto de crecimiento de las células rhol-C17R. En el
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caso de Pekl, esta MAPKK es capaz de unirse en su forma inactiva (desfosforilada) a la
MAPK de la ruta Pmk1, actuando como un potente inhibidor de la misma (Sugiura, et al.,
1999), por lo que es necesaria para la inactivacion basal de la ruta que, como se ha

demostrado en este trabajo, esta aumentada en la cepa mutante rhol-C17R.

En la seccion de Resultados (Tabla Ill), se ha indicado que la eliminaciéon del
factor de transcripcion Atfl, descrito por debajo de Pmk1 (Zhou, et al., 2012), no mejoro
sino que empeorod el crecimiento de las células rhol-C17R. Esto puede deberse a que
Atfl esta también implicado en la transcripcion, mediada por Styl, de diversas fosfatasas,
como es Pypl, que participan en la desfosforilacion de Pmk1 vy, por tanto, la funcion de
este factor es necesaria para una correcta desactivacion de la MAPK Pmk1 (Madrid, et
al., 2007; Madrid, et al., 2006; Perez y Cansado, 2010). Este ultimo dato fue confirmado
al eliminar la MAPK de estrés celular Styl en las células rhol-C17R, que agravaba
considerablemente su fenotipo de termosensibilidad. El efecto causado por la eliminacién
de Styl en las células rhol-C17R es mas fuerte que el causado por la eliminacién de la
fosfatasa Pyp1, lo que sugiere que la funcién de Styl es necesaria cuando la actividad de
Rhol estd comprometida. De hecho, en las células rhol-C17R hay un aumento de Styl
activa en condiciones basales (datos no presentados). Sera interesante en un futuro

realizar los experimentos necesarios para definir la causa de esta activacion.

El hecho de que la actividad de Pmk1 sea perjudicial cuando la actividad de Rhol
esta comprometida, es bastante inesperado puesto que los ortélogos de la MAPK Pmk1
en S. cerevisiae y otros hongos forman parte de la ruta de sefalizacion necesaria para el
mantenimiento de la integridad de la pared celular (Bi y Park, 2012; Levin, 2005; Levin,
2011). Cuando las células de S. cerevisiae se ven expuestas a una serie de estrés que
alteran la pared celular, Rhol activa a Pkcl y a la MAPK SIt2, lo que provoca una
despolarizaciéon de la actina y un remodelamiento de la pared celular. Ademas, cualquier
disrupcion en la ruta de la MAPK SIt2 puede comprometer la integridad de la pared (Bi y
Park, 2012; Levin, 2011). Por el contrario, la inactivaciéon de la ruta MAPK de integridad
celular de S. pombe, en las células rhol-C17R que presentan un grave defecto de pared,
mejora el fenotipo de termosensibilidad y, ademas, esta mejoria es aditiva con la
presencia en el medio de un estabilizador osmotico, lo que sugiere que los efectos
causados por la inactivacion de Pmkl y la supresiébn causada por el sorbitol son
producidos por mecanismos distintos. Esto se corrobord analizando la composicion de la
pared en la cepa mutante doble rhol-C17R pmklA, la cual no presehtdiferencias
significativas con respecto a las células rhol-C17R, sugiriendo que la correccion del
fenotipo causada por la eliminacion de Pmkl no se debe a un aumento en los

polisacaridos de la pared. Ademas, se comprobé que la actividad de Rhol no se ve
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afectada por la funcién de Pmk1; por tanto, el efecto supresor de la delecion de Pmk1 en

la cepa rho1-C17R no es causado por un aumento en la actividad de Rhol.

Aunque sorprendente, el efecto antagonico encontrado entre Rhol y la MAPK de
integridad celular no es la Unica diferencia descrita entre S. pombe y S. cerevisiae. En
diversos screenings en busca de interacciones génicas de S. pombe, se han encontrado
genes que presentan interacciones y funciones distintas o adicionales respecto a sus
ortélogos en S. cerevisiae (Frost, et al., 2012; Koch, et al., 2012). Es muy probable que
las diferencias encontradas entre la ruta de integridad de estas dos especies sea debida
a que las MAPKs realizan funciones celulares distintas. De hecho, la ruta Slt2 en S.
cerevisiae solo es activada por estrés en la pared celular (fundamentalmente estrés hipo-
osmotico), mientras que en S. pombe, Pmk1 puede ser activada por multiples situaciones
de estrés y durante la separacion celular (Barba, et al., 2008). Ademas, se ha observado
que la ruta Slt2 regula la biosintesis de varios polimeros de la pared celular asi como su
correcta localizacion en los lugares donde se esté produciendo remodelamiento de la
misma (Bi y Park, 2012; Levin, 2011). Esta funcién no ha sido nunca observada en Pmk1.
Otra diferencia entre la ruta de MAPKs de estas dos levaduras es que mientras Slt2
coopera con la fosfatasa calcineurina en la expresion de la glucan sintasa Fks2 (Deng, et
al., 2006; Jung y Levin, 1999; Stathopoulos-Gerontides, et al., 1999; Zhao, et al., 1998),
no se ha demostrado que la calcineurina y Pmk1 en S. pombe regulen la expresion de las
enzimas Bgs, ortélogas de las Fks. Ademas, calcineurina y Pmk1 presentan papeles
antagoénicos en la regulacion de la homeostasis del CI" y en la ruta de transduccién del
ca* (Ma, et al., 2011; Sugiura, et al., 2002; Sugiura, et al., 1998). Por ultimo, la principal
GTPasa encargada de activar la cascada de MAPK de integridad celular en S. pombe es
Rho2 (Ma, et al., 2006) y no Rhol, a pesar de que esta Ultima también active a Pmk1 en

algunas circunstancias (Garcia, et al., 2009b; Sanchez-Mir, et al., 2014).

Las células rhol-C17R presentaron un incremento basal de la fosforilacion de
Pmkl en comparacion con la cepa silvestre. Dicho incremento desaparecio casi
totalmente cuando se delecionaron rho2" o pck2’, lo que parecia colocar a Rhol por
encima de estas dos proteinas en la ruta de integridad. Estos datos podrian indicar que la
GTPasa Rhol es un regulador negativo de la ruta de integridad ya que una bajada en su
funcibn aumento la actividad de la cascada de MAPKs. Esta hipétesis contradice los
datos descritos en la bibliografia, en los que se ha demostrado que la sobreexpresion del
alelo constitutivamente activo de rhol (rho1-G15V) incrementa el nivel de fosforilacién de
Pmk1 (Garcia, et al., 2009b) y que la sobreexpesion del GEF especifico de Rhol, Rgf1,
activa la ruta de integridad (Garcia, et al., 2009b). Ademas se ha descrito recientemente

que la proteina Rhol es, junto con Rho2, un activador de la cascada de integridad en
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condiciones de estrés de pared (Sanchez-Mir, et al., 2014). Para comprobar si Rhol era o
no un regulador negativo de la ruta se realiz6 un estudio cinético de la actividad de Pmk1.
Si Rhol fuese un regulador negativo cabria esperar que Pmk1 se mantuviera mas tiempo
activada en las células rhol-C17R, cuando éstas fueran sometidas a distintos tipos de
estrés. Sin embargo, los datos mostraron que no existen diferencias entre la cepa
mutante rhol-C17R y la cepa silvestre en cuanto a la duracion de la activacion de Pmk1,

lo que indica que Rhol no es un regulador negativo de la ruta.

La hiperactivacion basal de la cascada también puede ser explicada como una
respuesta al dafio en la pared celular que sufre la cepa rhol-C17R y esta sefial llegaria a
la cascada a través de las proteinas Rho2 y Pck2 (Barba, et al., 2008) (Figura 63). Este

seria también el caso de las células en que se reprime la expresion de rhol.

Ca?t
Ca?* | Ca%

Pared Celular

NN

L. Expresiongénica

Figura 63.- Esquema de la relacion que presenta Rhol con Pmk1 y la calcineurina.

3. COLABORACION ENTRE LA GTPasa RHO1 Y LA FOSFATASA
CALCINEURINA

Una caracteristica de las células que tienen activada la MAPK Pmkl es la

hipersensibilidad a MgCl, especialmente en presencia del compuesto FK506, inhibidor
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especifico de la calcineurina (Sugiura, et al., 1998). También se ha descrito que las
células que carecen de la fosfatasa calcineurina son hipersensibles al MgCl, (Sugiura, et
al., 2002). La calcineurina es una fosfatasa de tipo 2B dependiente de Ca**/calmodulina,
gue en S. pombe funciona de forma antagonica con la ruta MAPK de Pmk1, tanto en la
regulacion de la homeostasis del ion cloro como en la entrada de Ca** mediada por el
canal Cchl-Yam8 (Hirayama, et al.,, 2003; Ma, et al., 2011; Sugiura, et al., 2002). La
calcineurina participa en una gran cantidad de procesos fisioldgicos. De hecho en un
reciente screening se han identificado 72 deleciones viables en S. pombe, de distintas
categorias de genes, que son hipersensibles al inmunosupresor FK506 (Ma, et al.,
2011a). De estas deleciones, 15 de ellas son también sensibles a micafungina, un
inhibidor de la B-(1,3)-D-glucén sintasa. Teniendo presente estos datos, se observé que
la cepa mutante rhol-C17R era muy sensible a MgCl, y a FK506 y que la eliminacién de
la sefial de la ruta de integridad eliminaba estos fenotipos. En esta misma linea, y
teniendo en cuenta las funciones opuestas que realizan la calcineurina y la ruta de Pmka1,
se comprobd que la sobreexpresion de la subunidad catalitica Ppbl constitutivamente
activa, en un estado independiente de la regulacién Ca*‘/calmodulina (Sugiura, et al.,
1998), era capaz de corregir el fenotipo de termosensibilidad de las células rhol-C17R.
Estos resultados indujeron a pensar la hipotesis de que Rhol pudiera tener una funcion
comun con la calcineurina que es antagonica con la ruta de integridad. Se consideré
también la posibilidad de que la cepa mutante rhol-C17R presentara una actividad mas
baja de la fosfatasa calcineurina como consecuencia del incremento en la actividad basal
de Pmk1. Por el contrari6, se observd un aumento en el nivel de actividad de esta
fosfatasa en las células rhol-C17R. Con la intencién de profundizar mas en la posible
relacion de la calcineurina con la GTPasa Rhol, se intentd la delecién de los genes que
codifican la subunidad catalitica (ppb1”) y la subunidad reguladora (cnb1®) en las células
rhol-C17R. En ambos casos la cepa mutante doble fue inviable, poniendo de manifiesto
otra vez la funcion esencial que realiza la fosfatasa cuando la actividad de Rhol esta
disminuida. Por otro lado, la localizacion de esta fosfatasa no viene determinada por la
actividad de Rhol a pesar de que ambas formen parte del mismo complejo, lo que podria
indicar que Rhol es una diana de la calcineurina, 0 que ambas proteinas ejercen su

accion conjuntamente sobre una tercera (Palmer, et al., 2005) (Figura 63).

En S. cerevisiae el factor de transcripcion implicado en regular muchas de las
respuestas celulares dependientes de calcineurina es Crz1 (Stathopoulos y Cyert, 1997).
Este factor estd implicado en la expresion de la subunidad catalitica de la glucan sintasa
FKS2 en respuesta a dafio en la pared celular (Zhao, et al., 1998). Sin embargo, no se ha

descrito ninguna de estas funciones para su ortélogo en S. pombe Przl. La fosfatasa
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calcineurina participa al menos en dos rutas distintas de sefializacion: una dependiente
del factor de transcripcion Przl, implicada en regular la expresion de la bomba de Ca*
Pmcl y en promover la tolerancia a este ion (Hamasaki-Katagiri y Ames, 2010; Hirayama,
et al., 2003); y otra ruta independiente de Prz1, que funciona de forma antagoénica con la
ruta MAPK de Pmk1 tanto en la regulacién de la homeostasis del ion cloro como en la
entrada de Ca®" mediada por el canal Cchl-Yam8 (Hirayama, et al., 2003; Ma, et al.,
2011). Segun esta informacion y teniendo en cuenta la relacion antagoénica entre Rhol y
la ruta de integridad, descrita en este trabajo, era esperable que la sefializacion comun de
Rhol y la calcineurina no dependiera de Przl, como demostré el hecho de que la
delecién de este factor de transcripcidon no empeorase el crecimiento de las células rhol-
C17R.

La muerte celular observada en la cepa mutante rhol-C17R a la temperatura
restrictiva podria ser debida a un incremento en el Ca** citoplasmatico que, como se ha
descrito, puede ser producido por un aumento en la actividad de la ruta de integridad (Ma,
et al., 2011). La cascada de MAPKs de Pmkl es capaz de activar el canal de calcio
formado por el complejo Cchl-Yam8/Ehsl. Esto nos llevo a pensar que la ausencia del
canal de calcio Yam8/Ehsl1 podria mejorar el fenotipo de termosensibilidad de la cepa
mutante rhol-C17R. Curiosamente, tanto la delecion de este canal como la presencia en
el medio del compuesto EGTA, quelante de Ca®’, empeoraron el fenotipo de
termosensibilidad de las células rhol-C17R. Este hecho sugiere que las células con baja
actividad de Rhol necesitan una entrada mayor de Ca?" extracelular que se produce a
través del canal Cchl-Yam8/Ehsl. Las variaciones en los niveles de calcio citoplasmético
pueden alterar la activacion de proteinas como la calmodulina y la calcineurina
(Hamasaki-Katagiri y Ames, 2010; Ma, et al., 2011). Si disminuyen los niveles de calcio
citosolico (Lustoza, et al., 2011) se inactivan estas proteinas y esto provocard un
empeoramiento en la cepa mutante rho1-C17R. Se ha observado el mismo efecto cuando
se deleciond la proteina Pmr1, implicada en el transporte de ATP y calcio hacia el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi (Cortes, et al.,, 2004; Hamasaki-Katagiri y Ames,
2010; Lustoza, et al., 2011) (datos no mostrados).

En S. cerevisiae se ha descrito que cuando se produce un estrés en la pared
celular, la cascada de integridad celular es capaz de activar la ruta de respuesta a
proteinas mal plegadas UPR (Unfolded Protein Response) de forma similar al estrés de
reticulo (Scrimale, et al., 2009). Ademds, se ha descrito que un estrés de reticulo
prolongado, mediante la intervencion de la ruta MAPK de integridad celular, provoca una
elevacion del Ca®* citosolico, asi como la activacion de la calcineurina (Bonilla y

Cunningham, 2003; Bonilla, et al., 2002; Deng, et al., 2006). Dicha activacién es
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necesaria para la supervivencia de diferentes especies de levadura en respuesta a este
tipo de estrés (Bonilla, et al., 2002; Kim, et al., 2012; Lustoza, et al., 2011). La activacion
de la ruta de integridad en S. cerevisiae incrementa la biosintesis de proteinas de la
pared que estdn muy glicosiladas y contienen motivos glicosil-fosfatidil-inositol (GPI)
(Scrimale, et al., 2009). Este incremento puede contribuir a provocar el estrés de reticulo
gue activa la UPR. En S. pombe, Pmk1 regula también la expresion de diversas proteinas
de la pared como Ecm33 que contiene un motivo GPI (Takada, et al., 2010). Conociendo
los dafios presentes en la pared celular de la cepa rhol-C17R vy la hiperactivacion de la
ruta de integridad y de la fosfatasa calcineurina en estas células, no fue extrafio encontrar
gue la cepa mutante de rhol sea hipersensible al estrés de reticulo provocado por un
agente inhibidor de la N-glicosilacién de las proteinas como es la tunicamicina. La
existencia de un estrés de reticulo basal en las células con baja actividad de Rhol, podria
hacer que un aumento de dicho estrés provocado por la tunicamicina fuese letal, y
explicaria también la necesidad de Ca* y de calcineurina para la supervivencia de las
células rhol-C17R. En esta misma linea, se ha propuesto que la muerte producida por
estrés de reticulo es causada por un aumento de la permeabilidad vacuolar que provoca
la acidificaciéon celular (Kim, et al., 2012). La supresion parcial de la termosensibilidad
observada en la cepa mutante rho1-C17R al incrementar el pH extracelular para corregir
el pH intracelular de una forma exdgena, soporta esta hipotesis. Una explicacion
alternativa a estos resultados es que Rho1l participe en la respuesta necesaria para hacer
frente a la acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmatico causada
por la tunicamicina. Habitualmente, la UPR conlleva una activacién de la ruta ERAD que
degrada selectivamente las proteinas mal plegadas. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre las células silvestres y rhol-C17R en los experimentos
realizados con la carboxipeptidasa mutada, CPY*, para determinar la respuesta ERAD de
estas cepas. No parece, por tanto, que Rhol participe en el control de este sistema de

degradacion.

Con estos datos se puede proponer que, cuando la funciébn de Rhol es
defectuosa, es necesario un aumento de la actividad de la calcineurina para que realice
una serie de efectos, de una forma independiente de Prz1, como evitar un aumento letal

del calcio intracelular (Lustoza, et al., 2011) para que se mantenga la viabilidad celular.
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4. RHO1 Y EL TRAFICO DE MEMBRANAS

En el screening que se realizé utilizando la coleccion de cepas con deleciones
viables de S. pombe para identificar nuevas funciones de Rhol, se observé que la cepa
mutante rhol-C17R presentaba interacciones negativas con todos los genes de los
componentes del complejo adaptador AP-3. Este complejo estd muy conservado a lo
largo de la evolucion y en levaduras se ha implicado en el transporte vesicular desde la
region trans-Golgi a la vacuola directamente (Cabrera, et al., 2010; Cowles, et al., 1997).
Por lo tanto, la ruta del complejo AP-3 es necesaria para la supervivencia celular cuando
la funcién de Rhol estd comprometida. Esto determind que se comprobara mediante
microscopia la disposicion de los principales componentes del sistema de
endomembranas y el transporte endocitico. Estudios previos han descrito que Rhol juega
un papel en la endocitosis de S. cerevisiae a través del complejo TORC2-Rom2 y Fksl
(deHart, et al., 2003). Ademas, Rhol y RhoA se han implicado directamente en el
transporte endocitico independiente de clatrina de S. cerevisiae y de células animales
respectivamente (Prosser, et al., 2011; Prosser y Wendland, 2012). Sin embargo, no se
aprecia ningun defecto en el proceso de endocitosis de FM4-64 de las células rhol-C17R
y el aspecto del reticulo endoplasmico o de las vacuolas no mostrdé grandes diferencias
con respecto a la cepa silvestre. Tampoco se observd que la cepa mutante de rhol
presentara algun efecto en la fisibn o en la fusién de vacuolas, a pesar de la baja
funcionalidad de Rhol. Por otro lado, si se observo en las células rho1-C17R un aumento
en la fluorescencia de GFP-Sybl que se utiliz6 como marcador de los endosomas.
Quizéas la activacion de la biosintesis de diversas proteinas de la pared, como Ecm33
(Takada, et al., 2010), provoque un aumento en las vesiculas secretoras y/o endosomas
transportadores de estas proteinas.

También se determiné que el aparato de Golgi, marcado con Anpl-mCherry
implicada en el buen funcionamiento de este organulo (Chapman y Munro, 1994; Sekiya-
Kawasaki, et al., 1998; Sipos, et al., 1995), se encontraba en puntos discretos mucho
ma&s numerosos y de menor tamafio en la cepa mutante rhol-C17R en comparacion con
la cepa silvestre. Esta fragmentacion del Golgi es indicativa de mal funcionamiento y se
produce en enfermedades neurodegenerativas precediendo a la muerte neuronal
(Nakagomi, et al., 2008). Por tanto, este organulo es defectuoso cuando Rhol no es
totalmente funcional. Este resultado es acorde con el hecho de que la delecion de
cualquier componente del complejo AP-3 en las células rhol-C17R aumente su fenotipo
de termosensibilidad, lo que revela que la ruta de transporte desde el Golgi a las vacuolas

a través de los endosomas (Tabuchi, et al., 1997), pudiera ser defectuosa en la cepa
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mutante de rhol. En el estudio de esta ruta se analiza la secrecién de la Cpyl vacuolar.
En las células rhol-C17R la secrecion al medio de la Cpyl vacuolar, no era corregida por
la presencia de un estabilizador osmético, lo que demuestra que esta ruta de transporte
es también defectuosa en la cepa mutante. Curiosamente, la delecién de pmk1® (gen de
la MAPK de integridad celular) en las células rhol-C17R disminuy6 la secrecion
defectuosa de Cpyl. Es posible pensar que la activacion de la ruta de MAPKs provoca un
aumento de biosintesis de glicoproteinas de la pared causante del estrés de reticulo y de
los problemas observados en el aparato de Golgi y en la ruta de transporte de Cpy1l. Otro
dato importante, aunque preliminar, obtenido en el estudio de la secrecion de esta
carboxipeptidasa es que la falta de la calcineurina también provoca defectos en la ruta de
transporte de la Cpyl. En resumen, se puede proponer que los dafios presentes en la
pared celular de la cepa mutante rhol-C17R, provocados por la baja actividad de Rhol
de estas células son los causantes de una hiperactivacién de la MAPK Pmk1 y que esta
activacion, como en S. cerevisiae (Scrimale, et al., 2009), produce un estrés de reticulo
endoplasmético que hace esencial la actividad de la calcineurina para evitar la respuesta
letal al mismo (Lustoza, et al., 2011). (Figura 63). Sin embargo, son necesarios mas
experimentos para confirmar esta hipétesis y para ahondar en el mecanismo por el que

Rhol y la calcineurina regulan el transporte intracelular.
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Conclusiones

“Lo que sabemos es una gota de agua; lo
gue ignoramos es el océano”

Isaac Newton

113


http://es.wikipedia.org/wiki/Isaac_Newton�

114



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1. rhol-C17R es un alelo hipomorfo y termosensible que causa pérdida de funcion de
Rhol. Las células rhol-C17R tienen una cantidad menor de Rhol total y una
proporcion menor de Rhol activada. Como consecuencia, presentan un descenso de

la actividad B-glucén sintasa y del p-glucano en la pared celular.

2. La MAPK Pmk1 presenta un aumento de la actividad basal en la cepa mutante rho1l-
C17R que depende de Rho2 y Pck2. Este aumento es, probablemente, debido a los

defectos en su pared celular.

3. El aumento en la actividad de la ruta de integridad celular es perjudicial cuando la

funcién de Rhol esta disminuida.

4. La actividad de la fosfatasa calcineurina estd incrementada cuando la actividad de
Rhol estd comprometida y su funcion es necesaria para la supervivencia celular. Sin

embargo, la funcion del factor de transcripcién Przl es dispensable.

5. La GTPasa Rhol y la fosfatasa calcineurina forman parte de un mismo complejo y
participan en una funcién esencial de la cual es antagoénica la actividad de la MAPK
Pmka1.

6. Las células rhol-C17R son mas sensibles al estrés de reticulo endoplasmico. Sin

embargo la respuesta ERAD de estas células es correcta.

7. Lafuncién de Rhol es necesaria para el transporte intracelular de Golgi a vacuolas.
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Materiales v

Meétodos

“Un cientifico en su laboratorio no es sé6lo un técnico:
es también un nifio colocado ante fendmenos naturales
gue le impresionan como un cuento de hadas”

Marie Curie
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MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

El presente trabajo se ha realizado principalmente con la levadura de fision

Schizosaccharomyces pombe. Para realizar los trabajos de clonacion molecular se utilizé

la estirpe DH5a de Escherichia coli. Todas las cepas se recogen en la tabla V, donde se

detalla su procedencia y su genotipo.

Todas las cepas se conservaron a -80°C. Las cepas de S. pombe en glicerol al 25

% y la de E. coli en glicerol al 50%.

Tabla V.- Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

ESTIRPE GENOTIPO

ORIGEN

Schizosaccharomyces pombe

PPGO0371 h” leul-32 ura4-D18

Coleccioén laboratorio

PPG4035 h* leu1-32 ura4-D18 rhol-C17R:KanMX6

Este trabajo

PPG6840 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6

Este trabajo

PPG3909 h* leu1-32 ura4-D18 mok1-664

Coleccioén laboratorio

PPG8038 h™ leul-32 ura4-D18 aur-mcherry-atb2

T. Toda

h” leul-32 ura4-D18 rho1-C17R:NatMX6 aur-mcherry-

PPG8044 ath?

Este trabajo

PPG10669 h™ leul-32 ura4-D18 GFP-rhol:leul

Este trabajo

h™ leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 GFP-rhol-

PPG10671 | ~17R-leul

Este trabajo

PPG11420 | h'leul-32 ura4-D18 GFP-rhol-C17R:leul

Este trabajo

PPG6860 h ura4-D18 HA-rhol:leul

Este trabajo

PPG6858 h” ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 HA-rho1-C17R:leul

Este trabajo

PPG5945 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmpl::KanMX6

Coleccion laboratorio

PPG7603 h" leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 pmpl::KanMX6

Este trabajo

PPG4135 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmk1::KanMX6

Coleccion laboratorio

PPG8021 h" leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 pmk1::KanMX6

Este trabajo

h” leul-32 ura4-D18 rho1-C17R:NatMX6 pmp1l::KanMX6

PPG8055 pmk1::KanMX6

Este trabajo

PPG0370 h* leul-32 ura4-D18 ade6-M216 rho2::urad”

Coleccioén laboratorio

PPG7609 h™ leu1-32 ura4-D18 rho1-C17R:NatMX6 rho2::urad”

Este trabajo

PPG5929 h* leu1-32 ura4-D18 rga2::KanMX6

Coleccioén laboratorio

PPG7542 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 rga2::KanMX6

Este trabajo

PPG9278 h" leul-32 ura4-D18 pypl::hygMX6 E. Hidalgo

PPG9715 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 pypl::hygMX6 Este trabajo

PPG8052 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 styl::ura4” E. Hidalgo

PPG8053 h” leu1-32 ura4-D18 rho1-C17R:NatMX6 styl::ura4” Este trabajo
M. K.

MBY1325 h™ leul-32 ura4-D18 ade6-M216 rho3::urad”

Balasubramanian
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PPG9214 h” leu1-32 ura4-D18 rho1-C17R:NatMX6 rho3::ura4” Este trabajo
PPG1544 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 rho4::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG7667 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 rho4::KanMX6 Este trabajo
PPG1801 h* leu1-32 ura4-D18 rho5::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG9206 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 rho5::KanMX6 Este trabajo
PPG1848 h” leul-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG8033 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 rgad::KanMX6 Este trabajo
PPG4210 h* leu1-32 ura4-D18 pck2::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG7955 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 pck2::KanMX6 Este trabajo
PPG7616 h" leul-32 ura4-D18 ade6-M210 rgfl::KanMX6 Y. Sanchez
PPG9708 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 rgfl::KanMX6 Este trabajo
PPG7601 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 pek1::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG7611 h” leul-32 ura4-D18 rho1l-C17R:NatMX6 pekl::KanMX6 Este trabajo
PPG11439 | h'leul-32 ura4-D18 ade6-M210 atfl::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG11440 | h leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 atfl::KanMX6 Este trabajo
PPGS808 B”l]Jkri\:é:l—KDa%]SI\Ale—Cl7R.NatMX6 HA-rho1l-C17R:leul Este trabajo
PPG3558 h* leu1-32 ura4-D18 rhol::ura4+ pREP41HA-rhol” Coleccion laboratorio
MI200 h* leu1-32 ade6-M216 pmk1-HAGHys:ura4" Coleccion laboratorio
LS201 h” leu1-32 rho1-C17R:NatMX6 pmk1-HA6Hys:ura4" Este trabajo
MI700 u:ggiljirggf&'wzm rho2::KanMXx6 pmk1- Coleccién laboratorio
+ . ..
LS202 EA}Z&J};-S‘?;Sr;Z(Zl-C]-?R.NatMXG rho2::KanMX6 pmk1- Este trabajo
GB3 h* leu1-32 ad6-M216 pck2::KanMX6 pmk1-HA6Hys:ura4™ | Coleccion laboratorio
1S203 EA}SE&(?:EJLQLCNR'NatMX6 pck2::KanMX6 pmk1- Este trabajo
PPG5944 h* leu1-32 ura4-D18 lys3-D1 ppbi::ura4” T. Toda
PPG9767 h*leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 cnbl::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG11417 | h leul-32 ura4-D18 ppb1-GFP:KanMX6 Este trabajo
PPG11449 gllilﬁfnZMu;?-Dw rhol-C17R:NatMX6 ppb1- Este trabajo
PPG160 h* leul-32 ade6-M210 HA-rhol Coleccién laboratorio
PPG11473 | h'leul-32 ppbl-GFP:KanMX6 HA-rhol Este trabajo
(KPngfﬂz?) h* ura4-294::pkk2 integrated (PCDRE-GFP:ura4") his2 D. Hirata
PPG11477 | h™ ura rhol-C17R:NatMX6 PCDRE-GFP:ura4” Este trabajo
PPG8875 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 prz1::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG8877 h” leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 przl::KanMX6 Este trabajo
PPG8874 h” leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 yam8::ura4” J. C. Ribas
PPG9208 h” leu1-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 yam8::ura4” Este trabajo
PPG10629 | h'leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 apl5::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG10653 | h leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 apl5::KanMX6 Este trabajo
PPG10630 | h'leul-32 ura4-D18 ade6-M210 apl6::KanMX6 Coleccion laboratorio
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PPG10638 | h leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 apl6::KanMX6 Este trabajo
PPG10631 | h'leul-32 ura4-D18 ade6-M210 apm3::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG10640 | h leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 apm3::KanMX6 | Este trabajo
PPG10632 | h' leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 aps3::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG10642 | h leul-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 aps3::KanMX6 Este trabajo
PPG7423 h” leul-32 ura4-D18 cdc42-L160S:KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG9381 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 cpyl::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG4277 h” ergl1-GFP:KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG12121 | h rhol-C17R:NatMX6 ergl1-GFP:KanMX6 Este trabajo
PPG6753 Eclﬁgifjr;?A'_Dls ade6-M216 anpl-linker- Coleccién laboratorio
PPG10677 2;?;3{%%?4018 rhol-C17R:NatMX6 anpl-linker- Este trabajo
PPG8526 h* leu1-32 ura4-D18 KanMX6:GFP-syb1 Coleccion laboratorio
PPG9224 rS1beelu1-32 ura4-D18 rhol-C17R:NatMX6 KanMX6:GFP- Este trabajo
PPG11401 | h'leul-32 ura4-D18 ade6-M210 irel::KanMX6 Coleccion laboratorio
Escherichia coli

F- @80dlacZAM 15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl,
DH5a endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, |-, thi-1, Life Technologies

gyrA96, relAl

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Medios de cultivo para S. pombe

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y mantenimiento de S. pombe
han sido descritos en (Moreno, et al., 1991). Los medios solidos se prepararon afiadiendo
agar a una concentracion final del 2 %. Todos los medios fueron preparados con agua

destilada (Milli-Rho) y esterilizados en un autoclave.

¢ Medio YES. Se utilizé rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S. pombe.
Su composicion es: glucosa al 3 % y extracto de levadura al 0,5 %. El medio es
suplementado con leucina, histidina, adenina, lisina y uracilo (250 mg/l) y ajustado
a un pH de 56. En los casos en que era necesaria la presencia de un
estabilizador osmoético, se afadid sorbitol, a una concentracion de 1,2 M

previamente a la esterilizacion del medio de cultivo.

La seleccién de cepas resistentes a antibidticos se realiz6 afiadiendo al medio

rico: sulfato de geneticina (G-418, Life Technologies) a una concentracion final de

100 pg/ml, nourseothricina o clonNat (WERNER BioAgents) a una concentradin

de 100 pg/ml o higromicina B de Streptomyces hygroscopicus (SIGMA) a una
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concentracion de 50 pg/ml, a partir de soluciones stock esterilizadas por filtracion,
después de la esterilizacion del medio en el autoclave.

Cuando fue necesario, el medio YES se suplementd con diversos compuestos
disueltos en agua o DMSO como: caspofungina (MERK), calcoflior (BAYER),
MgCl, (Fisher Chemical), KCI (Fisher Chemical), CaCl, (Probus, S.A.), NaCl
(MERK), H,O, (SIGMA), FK506 (LC Laboratories), miconazol (SIGMA),
equinocandina, EGTA (SIGMA), tunicamicina (Santa Cruz Biotechnology), (acido
2-(N-morfolino) etanosulfénico) o MES (SIGMA), cafeina (SIGMA), ditiotreitol o
DTT (Fermentas) y B-mercaptoetanol (BIO RAD). Todos ellos se afiadieron al
medio una vez esterilizado, a la concentracion final indicada en cada experimento,

partiendo de soluciones stock mas concentradas y esterilizadas por filtracion.

Medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media). Se utiliz6 para la seleccion
y/o cultivo de cepas de S. pombe auxétrofas y en experimentos de sobreexpresion
de genes con el promotor del gen nmt. En estos experimentos las células se
cultivaron en medio minimo con los suplementos adecuados y tiamina (5 ug/l),
consiguiendo la represién del promotor (Maundrell, 1990). Posteriormente, las
células se lavaron 4 veces con medio estéril y se reinocularon en medio minimo
sin tiamina, provocando la induccién del promotor y la expresion del gen regulado
por él. La composicion del EMM es la siguiente: glucosa al 2%, ftalato
monopotasico al 0,3%, Na,HPO, al 0,22%, NH,Cl al 0,5%. Esta disoluciéon se
esteriliza en el autoclave y posteriormente se le afiaden diferentes cantidades de
las soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas, que han sido
esterilizadas previamente por filtracion:
- Solucion concentrada de sales (50X): MgCl,-6H,0 0,26 M, Cl,Ca-2H,0 5
mM, KCI 0,67 My Na,SO,4 14 mM.
- Solucion concentrada de minerales (10.000X): H;BO3; 81 mM, MnSO, 23,7
mM, ZnSO,:7H,0 14 mM, FeCl;-6H,0 7,4 mM, MoQO,-2H,0 2,5 mM, Kl 6
mM, CuSO,4-5H,0 1,6 mM y &cido citrico 47,6 mM.
- Solucion concentrada de vitaminas (1.000X): acido nicotinico 81,2 mM,
inositol 55,5 mM, biotina 40,8 mM y &cido pantoténico 4,2 mM.
El medio se suplementd con leucina, histidina, adenina o uracilo (225 mg/l) en

aquellos casos en los que la cepa lo requeria.

Medio de esporulacién (MEA). Usado para la conjugacién y la esporulacion en
S. pombe. Su composicibn es: extracto de malta al 3% suplementado con

adenina, histidina, leucina y uracilo (225 mg/l).
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e Medio de esporulacion (SPA). Este medio se utilizé para inducir la conjugacién y
la esporulacion de las células de S. pombe. Su composicién es: glucosa al 1%,

KH,PO, 7,3 mM y vitaminas (1 ml/l del stock 1.000X, antes mencionado).

2.2 Medios de cultivo para E. coli

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de E. coli fueron los

siguientes:

e Medio Luria-Bertani (LB). Se utiliz6 para el crecimiento rutinario de E. coli. Su
composicion es: Triptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. Antes

de esterilizar en el autoclave, se ajusto6 el pH a 7,2-7,4.

e Medio 2XYT. Su composicién es: Triptona al 1,6 %, extracto de levadura al 1% y
NacCl al 1%.

La seleccion de clones resistentes a antibidticos se realizé suplementando los

medios con ampicilina a una concentracion final de 100 ug/ml (Wood, et al.).

3. CONDICIONES Y ESTIMACION DEL CRECIMIENTO

3.1 Condiciones de crecimiento para S. pombe

Los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de
cepas de S. pombe cuyas caracteristicas genéticas se habian comprobado

anteriormente.

Normalmente se prepar6é un preindculo en medio liquido, que se dejé alcanzar la
fase exponencial; posteriormente, se prepar6 el cultivo a analizar partiendo del
preindculo. Todos los cultivos se incubaron a la temperatura requerida por el experimento
concreto, normalmente, 25°C, 28°C, 32°C, 34°C, 35°C, 36°C o 37°C. En el caso de los
cultivos liquidos, los matraces se mantuvieron con una agitacion de entre 200 y 250 rpm y
el volumen de cultivo no superé ¥ del volumen del matraz, para permitir su correcta

aireacion.

El crecimiento en medio liquido se determiné mediante lectura de la absorbancia
del cultivo a 600 nm en un espectrofotometro (BioRad Smart-Spec 3000). Se emplearon

curvas de calibracién obtenidas previamente en el laboratorio segun las cuales una
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densidad éptica de 0,8 equivale aproximadamente a 10’ células/ml de S. pombe. El

mantenimiento de las cepas se realizé por resiembra en placas de medio sélido.

3.2 Condiciones de crecimiento para E. coli

Las células de E. coli se incubaron en medio liquido con agitaciéon orbital a una
temperatura de 37°C. Para el crecimiento en medios solidos las células se incubaron en

estufas a 37°C.

3.3 Ensayos de crecimiento en gota

Los estudios de termosensibilidad y de crecimiento a diferentes temperaturas se
realizaron en medios sélidos YES, YES con sorbitol 1,2M o medio minimo con y sin
tiamina. Partiendo de cultivos liquidos, las células se concentraron hasta una D.O. de 1
en el caso de crecimiento en YES y de 4 en el caso de crecimiento en medio minimo. Se
realizaron diluciones seriadas % hasta un total de 6 concentraciones decrecientes de
células y con un replicador (Sigma) se coloc6 una gota de cada concentracién sobre las
placas con el medio de cultivo. Las placas fueron incubadas a las distintas temperaturas

de 2 a 4 dias dependiendo del medio y la temperatura.

4. METODOS GENETICOS
4.1 Conjugacion

Para inducir la conjugacion entre dos cepas de S. pombe se usaron estirpes
heterotélicas de tipo sexual opuesto (h* o h) incubadas durante 24 horas en placas de
medio YES. Se recogioé aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y
se mezclaron en un pequefio volumen de agua estéril (25 ul). A continuacion, se deposito
la suspensién de células en una placa de MEA o SPA. Los zigotos se originan después
de 12-20 horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulacion, formando ascas con 4

ascosporas al cabo de 1-2 dias de incubacién a 25°C.
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4.2 Aislamiento de ascosporas al azar

Para obtener esporas, se hicieron suspensiones en agua estéril de la mezcla de
conjugacion incubadas durante 2 dias a 25°C en placas de MEA o SPA, y se trataron con
20-50 unidades de glusulasa (PerkinElmer Life Sciences Inc.) durante toda la noche en
agitacion a temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las paredes celulares de las
células vegetativas, sin afectar a las ascosporas, que poseen una pared mas resistente.
Se recogieron las esporas por centrifugacion a 3.000 rpm durante 1 minuto. La mezcla de
esporas fue lavada 4 veces con agua estéril y con la ayuda de una camara Thoma, se
estimé el niamero de esporas por mililitro. Se realizaron diluciones apropiadas para
obtener entre 100 y 1.000 esporas por placa, y se extendieron en placas de YES. Se
incubaron las placas durante 4 dias a 25°C-28°C. Mediante réplica en diferentes medios
selectivos o a distintas temperaturas se seleccionaron las estirpes con el genotipo

deseado.

4.3 Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulacion: Analisis

de tétradas

Con el fin de determinar los productos de la segregacién meidtica se realizo el
analisis de tétradas. El proceso se llevdé a cabo con un micromanipulador automatico
(Singer MSM System Series 200) de la forma siguiente: se resuspendié una pequefa
cantidad de cultivo esporulado en 200 pl de agua @ity se extendieron Bl en un
extremo de una placa de YES. Se recogieron ascas y se depositaron en una zona de la
placa libre de células. Se incub6 la placa durante 4-6 horas a 25°C o 32°C. Se
depositaron las 4 esporas de cada asca en posiciones libres de células de la misma
placa. Se incubaron las placas durante 4 dias a 25°C. Finalmente, para realizar el estudio
genotipico de cada espora, se realizaron réplicas en medios selectivos o se incubaron a

temperaturas permisiva y restrictiva para el andlisis de las cepas termosensibles.
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5. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

5.1 Vectores utilizados

5.1.1 Vectores de E. coli

pBluescript KS* y SK* (Stratagene). Son plasmidos autorreplicativos de 2,9 kb
gue llevan el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion colE1 y un
fragmento del operén de lactosa de E. coli que codifica el péptidax de la B -
galactosidasa (LacZ’). Los dos vectores se diferencian por la orientacion del sitio
de clonacion multiple y los promotores de las ARN-polimerasas T3 y T7 que los
flanquean y que sirven para la sintesis in vitro del ARN. Llevan el origen de
replicacion del fago f1 que permite la obtencibn de ADN monocatenario tras

infeccion de las células portadoras del plasmido con el fago auxiliar M13K07.

pGEX (Pharmacia). Contiene el gen que codifica la proteina GST (de Glutation-S
Transferasa), el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7 junto con el
operdn de lactosa para inducir la expresién del gen clonado en presencia de

isopropil-B-D-tiogalactopirandésido (IPTG).

pGEM-T (Promega). Es un vector de 3 kb que contiene 13 sitios de
reconocimiento Unicos para enzimas de restriccion y se comercializa linearizado
con una timidina adicional en sus extremos, lo que facilita la insercién de
fragmentos generados por PCR. Contiene el gen de resistencia a ampicilina y el
promotor T7. Al igual que el vector pBluescript SK* permite la seleccién de clones

recombinantes por a-complementacion (azul-blanco).

5.1.2 Vectores de S. pombe

126

pAL-KS®. Este vector tiene 6,3 kb y fue obtenido por el Dr. J. Ishiguro (Konan
University, Japon) a partir del plasmido pBuescript Il KS™ al que se le han afiadido:
un fragmento de DNA que incluye sitios de reconocimiento para 11 endonucleasas
de restriccion en la region estructural del gen que codifica el péptido a de la B-
galactosidasa, el origen de replicacion de S. pombe, ars1’ y el gen LEU2 de S.

cerevisiae, capaz de complementar la mutacion leul de S. pombe.

pJK-148. Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen leul" de S. pombe como
marcador de seleccién y carece de secuencias arsl, por lo que no se replica de
manera autbnoma. Se utiliza para la integracion de secuencias de ADN en el

genoma de S. pombe. Para que la integracion tenga lugar, es necesario digerir el
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plasmido con una enzima de restriccion que lo linearice. Normalmente se utiliza el
sitio de restriccion de Nrul, que se encuentra en el gen leul’. El plasmido
linearizado se introduce en una cepa leul-32, de modo que, tras la recombinacion,
en el genoma de S. pombe se reconstituyen 2 copias del gen leul, una mutada y
otra silvestre, recuperandose asi la capacidad de crecer en un medio sin leucina
(Keeney y Boeke, 1994). Este plasmido posee ademas: un fragmento de ADN que
incluye sitios de reconocimiento para 19 enzimas de restriccion; el gen de
resistencia a ampicilina; un fragmento del fago f1 que codifica las funciones
requeridas para la obtencién de ADN monocatenario; un origen de replicacion
para E. coli; y el gen lacZ de la B-galactosidasa para la seleccién de clones por su

color blanco o azul.

pREP. Son una serie de vectores de expresion en S. pombe, reprimibles en
presencia de tiamina. Todos ellos poseen elementos comunes en su estructura:
un origen de replicaciéon de E. coli; el gen de resistencia a ampicilina; el origen de
replicacion ars1’; un gen marcador de complementacion de auxotrofias y el
promotor del gen nmtl® (no messenger with thiamine) fusionado a un sitio de
clonacién multiple, que permite sobreexpresar los insertos clonados cuando se
incuban las células en ausencia de tiamina. Todos los vectores pREPX proceden
del vector pREP1 (Maundrell, 1990), de elevada expresion, al que se le incorporé
un sitio Xhol en el sitio de clonacion multiple (Forsburg, 1993). Los distintos

vectores pREPX se diferencian entre si por:

- El marcador de seleccion: LEU2 de S. cerevisiae (que complementa
estirpes leul-32), en el caso de los vectores denominados con numero
impar, pREP1, pREP3X, pREP41X y pREP81X; y ura4” (que complementa
estirpes ura4-D18), en el caso de los vectores denominados con namero
par, pREP4X, pPREP42X y pREP82X.

- El promotor: para poder inducir niveles de expresion intermedios, se
modifico el promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en
su secuencia TATA, que disminuyen la fortaleza de éste. Asi, los vectores
de expresion fuerte son los plasmidos pREP1, pREP3X y pREP4X, los de
expresion intermedia son pREP41X y pREP42X; y los de expresion baja
son pREP81X y pREP82X (Basi, et al., 1993) (Figura 64).

Se ha utilizado también una serie de vectores pREP, amablemente cedidos por el
Dr. lan Hagan, en los que se puede clonar el gen deseado en fase con la

secuencia del epitopo HA de la hemaglutinina (Craven, et al., 1998).
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T T T T et T T3 Figura 64.- Comparacion de los niveles
: i : ; i 1 de expresion de los distintos
1000 B Induced | i i 1 promotores nmty otros promotores
U Repressed i i 7 fuertes. nmt: promotor del vector pREP3X;

nmt*: promotor del vector pREP41Xy
nmt**: promotor del vector pREP81X.
Graéfico tomado de Forsburg, 1993.
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5.2 Obtencion de ADN

La extraccion de ADN plasmidico a partir de bacterias se efectud por el método de
lisis alcalina (Zhou, et al., 1990), que consiste en romper las células en presencia de una
mezcla de NaOH y dodecil sulfato sédico (SDS). Cuando fue preciso obtener ADN de
pureza superior y en mayor cantidad, se utilizaron columnas de intercambio anionico

comerciales Wizard Plus Minipreps (Promega).

La extraccion de ADN plasmidico de levaduras se realizd segun los protocolos

descritos por (Moreno, et al., 1991).

5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo en los
termocicladores GeneAmp PCR System 2.700 de Applied Biosystems y MyCycler™
Thermal Cycler de BioRad. Las mezclas de reaccién contenian: tampon de reaccion
suministrado por el proveedor, MgCl, 1,5 mM, los 4 desoxinucleétidos trifosfato
precursores a una concentracion final de 0,2 mM cada uno, 0,40 uM de cada
oligonucledtido utilizado como cebador, 0,5 U/ul de polimerasa Taq y una cantidad de
ADN molde variable, dependiendo de si se trataba de ADN gendmico o plasmidico. Para
la comprobacién rutinaria de cepas mutantes de S. pombe, se utilizaron células
directamente, sin necesidad de extraer el ADN. La reaccion requiere la desnaturalizacion
del ADN molde, el anillamiento de los cebadores u oligonucleétidos incorporados a la
reaccion y, finalmente, la extension de las hebras sintetizadas. En cada momento se

requiere que la reaccion se encuentre a una temperatura determinada. El nimero de
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ciclos, la temperatura de anillamiento y el tiempo de extensién se modificé dependiendo
de las caracteristicas del experimento. La purificacion de los productos de PCR se realiz
mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Thermo y

sus secuencias y utilidad se describen en la tabla VI.

Tabla VI.- Lista de oligonucle6tidos utilizados en este trabajo.

NOMBRE | SECUENCIA UTILIDAD
HC23 5-CGCTTTTTGAATTTAGGAATTCATC-3' ﬁ]%r‘l?”“cc'o” cassette
HC7 | 5-CTCGAGGAATGCTGTTTAATTTTATGAG Construccion cassette
| TA-3’ rhol"
HC24 5-GAGCGGTGTCAGAATTTGAGTCG-3' ﬁ]‘())”lﬁ”ucc'o” cassette
HCs 5-GATATCCCCTAGATTTGTTTACTTTCT-3 Constuceion cassette
HC11 5'-CATATGGCCATGGCGACAGAACTTCGC3 | Consiuecion cassette
RA-1 5-CGAGGTCTATGTTCCCACTG-3' Constuceion cassette
RtRho1-B1 | 5-ACGGAGATCAGCCTTGCAAGC-3’ ﬁ]‘c’)”fi”ucc'on cassette
HC12 5-GGATCCTTACAACAAGATACAACGCT-3 ﬁ]%r‘l?”“cc'o” cassette
HC13 5-GGATCCCGTTCCAGATTACGCTGCTC-3’ ﬁ]%r‘l?”“cc'o” cassette
Tadh-1 5-GCGACCTCATACTATACCTGA-3' %%TPrObaC'O” cassette
Kan-5 5-GGCCTCCATGTCGCTGGCCG-3' %%TPrObaC'O” cassette
5-GCTAGGATACAGTTCTCACATCACATC Comprobacién cassette
Kan-1 . i
CG-3 rhol
Kan-2 5-GATTGTCGCACCTGATTGCCCGAC-3' Comprobacion cassette
Kan-3 5-CGGATTCAGTCGTCACTCATGGTG-3 Comprobacion cassette
Kan-4 5-TGGATGGCGGCGTTAGTATCG-3' %%TPrObaC'O” cassette
HCY | 5-GCGGCCGCACAGCTTGTTTCCAAATTTTTT Construccion cassette
| AAC-3’ rhol”
5-CCCGGGAACATGATAGGCCACACAATG Construccion cassette
HCn-2 , ]
| CA-3 rhol
HC10 5-CCGCGGGGTAGAAAGGATAATAATGAT-3' ﬁ]‘())”lﬁ”ucc'o” cassette
HC22 5-GGTTTTGATCGAGTTTCAATC-3' Constuceion cassette
5-ATATGGATCCATATGTCTCAAAAACTACCT » .
pmpl-1 CCC-3’ Clonacion de pmp1l
5-ATATGGATCCTCAAGAAGCATCATTACTTA » .
pmpl-2 TAC-3' Clonacion de pmpl
pmpl-3 5-GCTTTGGAACTTGATAAGCTTG-3’ Clonacién de pmp1”
pmpl-4 5-GCGATCATCAAACAAGCAGAG-3 Clonacién de pmp1”
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ppbl.1

5-ATATAGGATCCATATGACTTCGGGTCCTC

Clonacion de ppb1” y de

| ATAATT-3 ppb1AC
ppb1.2 5-CTTGTGGGCTTTGAAAATATGG-3' g;)%”laAC(':O” de ppb1 "y de
2 ¥
ppb1.3 5-CGGGTTTCCATCTTTGATGAC-3 Clonacion de ppbl "y de
ppbl1AC
ppbl.4 5-GCTATCAATTCCTTCGATGATG-3 Clonacién de ppb1*
7 ¥
ppb1.5 5-CGTCGGAATATAAGTTGCTGG-3' g;)‘l’)”lfg’” de ppbly de
2 ¥
ppb1.6 5-CTTATTCATAATAGCTGCCAAAGG-3’ g;)%”l"f'c"” de ppbly de
ppbl.7 5-CCACAAATGGAAGACTCCAAG-3' F?F'ft’)”laAC'CO” de ppb1 "y de
5. ATATAGGATCCTACAAAGAGCTTTTCTTAT ., .
ppbl.8 CTG-3 Clonacién de ppbl
5-ATATAGGATCCTTAAATAATTTGCCTACGA y
ppbl1AC GCTTCAA-3’ Clonacién de ppblAC
3-ppb1-2 5-CAGCTTTACTGCAGTATAAGTTC-3' Construccién ppb1-GFP
5-AAGAAGTAATGAATTCGTCTGAAGATGATA
bLCtaga | CCTCTATCGATCATTTGGTAGAACGCTTTGCA | (oo o oo
PP 9% | GATAAGAAAAGCTCTTTGCGGATCCCCGGGTT PP
AATTAA-3’
5-AAAAAGTTTATTATGAATATCTAAATGCAAT
bl.Craqe | CCTTATGTATCTAGTCATCGGTTATCTTGTATT | (oo o0 oo
PP 98 | ATGCTAAAGTAAACTCGAATTCGAGCTCGTTT PP
| AAAC-3’
NMT-1 5-CTCTCGGCTACTGGATGG-3 ﬁ;‘;;enc'a‘:'on promotor
[ , Comprobacién rhol-
Nat-2 5-TGAAGGACCCATCCAGTGCCTC-3 TN aMXE
, , Comprobacién rho1l-
Nat-3 5-GCGCTCTACATGAGCATGCCCT-3 T NG
Oligo#28 5-ATGGCTTACCCATACGATGTTCC-3’ Marcaje epitopo HA
HA-1 5-TACCCGTACGATGTTCCTGACTATG-3' Marcaje epitopo HA
HA-2 5-GAGCGTAATCTGGAACGTCGTAAG-3’ Marcaje epitopo HA
A3 5-ATAAGAATGCGGCCGCAATGTACCCGTAC | \poi oo oy
| GATGTTCCTG-3' 1€ eptiop
5-CGCGGATCCTTAATGAGCGTAATCTGGAA o
HA-4 | CGTCG-3 Marcaje epitopo HA
A 5-ATATACATATGGCTTACCCATACGATGT Marcaje epitopo HA

TC-3

5.4 Disefio de la PCR degenerada

Para obtener una poblacién de moléculas de rhol mutadas al azar, se realizé una
PCR degenerada sobre este gen, segun se describe en (Cadwell y Joyce, 1992; Roh, et
al., 2002). Se utilizé la enzima AmpliTag DNA polimerasa (Perkin-Elmer) con el tampén
suministrado por el fabricante. A la mezcla de reaccién se afiadié MgCl, 2,5 mM, y 100 ng
por cada 100 uyl de mezcla de reaéni del plasmido SK
errores en el proceso de amplificacion, se afiadid una mezcla no equitativa de
nucleétidos, que contenia dCTP / dTTP 1 mM y dGTP / dATP 0,2 mM. Como cebadores
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de la reaccion se usaron los oligonucleoétidos HC11, que incluye el sitio Ndel, y HC12,

que incluye el sitio BamHI (Tabla VI).

5.5 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizO en el servicio de
secuenciacion de la Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automatico

Abi prism 3100 Genetic analyzer (Applied Biosystems).

5.6 Manipulacion de ADN

Todos los protocolos utilizados para la manipulacion de ADN se recogen en
Ausubel et al., 1995 y Sambrook et al., 1989 (Ausubel, et al., 1995; Sambrook, et al.,
1989). Ademés de las indicaciones generales de estos manuales de laboratorio, se
tuvieron en cuenta las especificaciones de las casas comerciales suministradoras de los
materiales y enzimas utilizados.

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de
restriccion o por amplificacion mediante PCR se llevd a cabo mediante electroforesis en
geles de agarosa (UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje (0,6-1,5 %), segun
el tamafio de los fragmentos a analizar. Los geles de agarosa llevaban bromuro de etidio
a una concentracion final de 0,1 yg/ml, para localizar el ADN mediante iluminaén con
una fuente de luz ultravioleta. El tampdn utilizado, tanto para preparar la agarosa como
para realizar la electroforesis, fue TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA (acido etilén diamino
tetra-acético) 1 mM, pH 8,0).

El aislamiento y purificaciéon de los fragmentos de ADN después de su separacion
en geles de agarosa se llevo a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit de GE Healthcare.

La ligacion de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo 5’ del
vector mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer), se realizo
con la enzima ADN ligasa del fago T4 (EL0335, Fermentas).

5.7 Transformacioén de E. coli

La transformacién de E. coli con plasmidos o con mezclas de ligacion se realizo

de acuerdo con el procedimiento disefiado por Kushner, 1978, basado en el choque
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térmico (Kushner, 1978). En algunos casos, la transformacion con plasmidos purificados
se realiz6 por un método simplificado conocido como “transformacion del minuto” (Golub,
1988).

5.8 Transformacion de S. pombe

La transformaciéon de S. pombe se realizé por el método del acetato de litio-

sorbitol (Ito, et al., 1983), con las maodificaciones descritas (Bahler, et al., 1998).

5.9 Construccion del modulo de integracion de rhol”

Para poder intercambiar las ORF de rhol" por las versiones mutadas de la misma,
se construy6 un modulo de integracion. Este modulo contenia 650 pares de bases de la
region promotora de rhol®, las ORFs de rhol® mutadas, la secuencia 3" no codificante del
gen adh como terminador, el médulo de resistencia a geneticina (KanMX6) o el gen de
resistencia a clonNat (NatMX6) y 500 pares de bases de la regién 3’ no codificante de
rhol”. El médulo de integracion se construyd mediante clonacion secuencial de cada una

de las partes en el plasmido KS* (Figura 65A).

Una version simplificada de este médulo sirvidé para la construccion de distintos
alelos de rhol™ marcados con HA. Este médulo contenia 650 pares de bases de la region
promotora de rhol®, un epitopo HA en el sitio Ndel, las distintas ORFs de rhol y 500
pares de bases de la regién 3’ no codificante de rhol® (Figura 65B). Inicialmente se

A
Ndel BamHI Notl
* <
rhol E KanMX6/NatMX6
Xhol Bgfli Sacll
B BamHI
x
rhol
Xhol Ndel Sacll

Figura 65.- Mddulos de integracion de rhol’. (A) Médulo utilizado en las cepas rhol-214, rho1-494, rhol-596
(rho1l-C17R) y rhol-1163. (B) Médulo utilizado en las cepas HA-rhol:leul y rhol-C17R HA-rhol-C17R:leul.
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construyé mediante clonacion secuencial de cada una de las partes en el plasmido KS®.
Posteriormente el médulo completo se clond en el plasmido pJK-148, en el sitio Apal-

Sacll de su secuencia de clonacion multiple.

5.10 Clonacion de genes (pmpl”y ppb1®)

Determinados genes de S. pombe se utilizaron para ver si eran capaces de
suprimir en sobreexpresion la termosensibilidad de la cepa mutante rhol-C17R. Dichos
genes se clonaron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad a partir de una genoteca de
ADN codificante. Se utilizaron oligonucle6tidos de los distintos genes, que incorporan los
sitios BamHI y Ndel en la region 5’ del gen y otros que incorporan el sitio BamHI en la
region 3' del mismo (Tabla VI). Los productos de la PCR de alta fidelidad se clonaron en
el plasmido KS* para permitir la secuenciacion de diferentes clones. Una vez comprobado
gue la secuencia era correcta, se clonaron en los pldsmidos pREP3X, pREP41X y

pREP81X en el sitio BamHI de su secuencia de clonacion multiple.

5.11 Clonacion del gen ppb1ACt

Para obtener una fosfatasa calcineurina independiente del complejo
Ca?*/Calmodulina y constitutivamente activa, se delecioné el extremo C-terminal de dicho
gen. Para lo cual, se llevé a cabo una PCR de alta fidelidad a partir del plasmido KS-
ppb1”. Se utilizé el oligonucledtido ppbl.1, que incorpora los sitios BamHI y Ndel en la
region 5’ del gen y el oligonucleotido ppb1AC que sustituye el codén de la lisina 445 por
un codon de parada e incorpora el sitio BamHI en la regiéon 3’ (Tabla VI). Los productos
de la PCR de alta fidelidad se clonaron en el plasmido KS* para permitir la secuenciacion
de diferentes clones. Una vez comprobado que la secuencia era correcta, se clonaron en

el plasmido pREP3X en el sitio BamHI de su secuencia de clonacion multiple.

5.12 Plasmido de expresion NMT1-V5-6His-CPY*

El plasmido NMT1-V5-6His-CPY*, fue cedido amablemente por el Dr. Eric C.
Chang. Este plasmido contiene el marcador de seleccion LEU2 de S. cerevisiae (que
complementa estirpes leul-32 de S. pombe), el promotor nmtl, el epitopo V5 y seis

unidades de histidina (6His) en fase con el gen de la carboxipeptidasa de S. cerevisiae
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con una mutacion puntual, que causa la sustitucién del aminoacido glicina en la posicion
255 por una arginina (G255R). Dicha mutacién hace que la proteina presente defectos en
el plegamiento, lo que impide que siga la ruta normal de transporte, acumuldndose en el
reticulo endoplasmético y por ello, sirve de sustrato del mecanismo ERAD (Endoplasmic

Reticulum Associated Degradation) (Hartmann-Petersen, et al., 2004; Otero, et al., 2010).

5.13 Obtencion de cepas GFP-rhol:leul y GFP-rhol1l-C17R:leul

Para poder observar la localizaciébn de las proteinas GFP-Rhol y GFP-Rhol-
Cl1l7R en un fondo genético silvestre o rhol-C1l7R, se integraron los genes que
codificaban dichas proteinas en el locus de leul®. Para lo cual, se partié de la variacion
modulo de integracion de rhol® descrito en la figura 65B, clonado en el plasmido pJK-
148 con las ORFs de rhol* y rhol-C17R (pJK-148-HArhol y pJK-148-HArho1l-C17R). Se
procedié a sustituir el epitopo HA en el sitio Ndel de la regiéon 5’ del gen de rhol" por el
epitopo GFP + 8 Ala. Esta nueva secuencia presenta 8 alaninas en su extremo 3’ que

funcionan como puente entre la proteina GFP y Rhol o Rhol-C17R.

Tras la obtencion de los plasmidos pJK-148-GFPrhol y pJK-148-GFPrhol-C17R
se procedio a transformar las cepas leul-32 y rhol-C17R leul-32 con dichos plasmidos

linearizados con la enzima Nrul.

5.14 Marcaje de proteinas en su extremo carboxilo

Para marcar la proteina Ppbl en el extremo carboxilo con la proteina verde
fluorescente (GFP), se utilizd el método descrito por (Bahler, et al., 1998), que permite la
fusidn de este epitopo en fase con la ORF del gen de interés. Como molde, se utilizé el
plasmido que contienen las secuencias del epitopo deseado con el marcador de
seleccion adecuado. Como cebadores, se usaron oligonucle6tidos que poseen una region
en su extremo 3' complementaria a los plasmidos moldes. Uno de los oligonucle6tidos
presenta en su extremo 5’ una region de 90-100 nucledtidos idéntica a la region 3’ de la
ORF del gen (excluido el coddn de parada). El otro oligonucleétido incluye en su extremo
5’ una region idéntica a 90-100 nucledtidos de la regién 3’ no codificante del gen que se
encuentra a una distancia de entorno a 200 pb del codén de parada. Con el producto de
PCR se transformo la cepa adecuada y los transformantes se seleccionaron dependiendo

del marcador utilizado.
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6. BUSQUEDA DE SUPRESORES EN UNA GENOTECA DE S.
pombe DE ADN GENOMICO

Para encontrar supresores del fenotipo de termosensibilidad de la cepa rhol-
C17R, se transformo la cepa leul-32 ura4D-18 rhol-C17R:NatMX6 con la genoteca de
ADN gendmico pURSP1 (“American Type Culture Collection”). En los plasmidos de esta
genoteca, que son capaces de complementar estirpes ura4-D18, se encuentra clonado el
genoma de S. pombe, con insertos de 2,5 kb a 10 kb. Teniendo en cuenta que el genoma
de S. pombe es de 14 Mb aproximadamente y considerando que cada fragmento del
genoma se encontrase igualmente representado en la genoteca, necesitariamos
alrededor de 10.000 clones para tener un 99% de probabilidad de encontrar una
secuencia determinada del genoma en uno de ellos. Para hacer estos calculos se utiliza

la siguiente expresion:
N =In (1-P) / In (1-1/G)

donde N es el numero de clones necesarios para obtener una buena representacion del
genoma; P es la probabilidad de encontrar una secuencia determinada en el genoma; | es
el tamafio medio del inserto expresado en pares de bases y G es el tamafio del genoma

expresado en pares de bases (Seed, et al., 1982).

Una vez transformada la cepa problema, se puso a crecer en un medio minimo
carente de uracilo a una temperatura de 28°C. Los transformantes resultantes fueron
replicados en el mismo medio e incubados a una temperatura de 35°C, y se
seleccionaron aquellos que eran capaces de corregir el fenotipo de termosensibilidad de

la cepa mutante.

Tras recuperar el ADN plasmidico de los clones revertientes, se secuenciaron los
extremos de los insertos contenidos en estos plasmidos y se comprob6 a qué fragmento
del genoma de S. pombe correspondian los insertos, identificandose los posibles genes

supresores.
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7. BUSQUEDA DE INTERACCIONES GENICAS MEDIANTE CRUCE
CON UNA COLECCION DE CEPAS DE S. pombe CON DELECION
DE UN GEN

Para encontrar posibles interacciones génicas entre rhol® y otros genes de S.
pombe, se utilizé una coleccion de cepas mutantes de esta levadura, en la que cada clon
presenta delecionado un gen no esencial. La coleccion de mutantes de delecion fue
desarrollada en conjunto por la compafiia coreana Bioneer y el Instituto de
Investigaciones en Ciencias Biol6gicas y Biotecnologia de Corea del Sur (KRIBB) en
colaboracién con el Dr. Paul Nurse, del Centro de Investigacion del Cancer del Reino
Unido. La version 2.0 comprende 2.900 cepas haploides (con un genotipo h* ade6-M210
ura4-D18 leul-32) que cubren aproximadamente el 93,5% de los genes no esenciales de
S. pombe. Para su construccién, cada gen se elimind y se reemplaz6 por un modulo de
delecibn mediante recombinacion homoéloga. Cada mddulo contiene el gen marcador
kanMX4, que confiere resistencia a la geneticina (G-418) y una pareja de cédigos de
barras que identifica cada delecién como una entidad Unica (Kim, et al., 2010; Spirek, et

al., 2010)(http://www.bioneer.com).

Para realizar este screening se utilizé la cepa mutante h™ leul-32 ura4-D18 rhol-
C17R:NatMX6, cruzandose con todos los clones de la coleccion en medio SPA. Después
de tres dias a 28°C, se produjo la conjugacién y esporulacion de las cepas obteniéndose:
esporas, diploides y células vegetativas sin cruzar. Para seleccionar las esporas se
incubaron las placas durante tres dias a 42°C, al ser estas mas resistentes a la
temperatura, tras lo cual se realizé una réplica de la placa SPA en medio no selectivo. Se
permitié germinar a las esporas durante tres dias a 28°C y se replicaron primero en medio
rico suplementado con geneticina y después en este mismo medio pero suplementado
con geneticina y clonNat, de tal forma que Unicamente las cepas mutantes dobles eran

capaces de crecer (Figura 66).

A continuacion, se procedid a observar las colonias resultantes, que se
compararon con aquellas crecidas en medio con geneticina. Un tamafio menor de colonia
identifica clones sintéticos sick o enfermos y la ausencia de crecimiento, indica una
interaccion sintética letal entre los genes parentales. En este Ultimo caso, hay que
descartar aquellas deleciones que por si solas provocan esterilidad y las deleciones de

los genes fisicamente ligados a rhol” en el cromosoma.
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Figura 66.- Procedimiento seguido en la busqueda de genes que interaccionen genéticamente con rhol".

8. MARCAJE Y FRACCIONAMIENTO DE LOS POLIMEROS DE LA
PARED CELULAR

Se utilizé el método descrito por (Arellano, et al., 1996). Las células se incubaron
en medio rico antes de afadir el precursor radiactivo. Cuando los cultivos alcanzaron una
densidad oOptica a 600 nm entre 0,5-0,8 se llevé a cabo el marcaje de los mismos, durante
un periodo de 6 horas a 28°C y con 0,5 uCi/ml de **C-glucosa. Se tomaron dos muestras
de 50 pl al comenzar y dos al terminar la incubaén para calcular la incorporacion total
de glucosa radiactiva en las células. El resto de cultivo se recogio, se lavo tres veces con
EDTA 1 mM y se sometié a rotura mecanica mediante agitacion con bolas de vidrio en
una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant). La rotura se comprobd por observacion al
microscopio de contraste de fases. El extracto obtenido se diluy6 hasta 1 ml con EDTA 1
mM, se decantaron las bolas de vidrio y se centrifugé a 1.000 x g para recoger las
paredes. Estas se lavaron tres veces con NaCl 2 M y otras dos veces con EDTA1 mMy
se tomaron dos alicuotas de 20ul para determinar la incorporacon total de **C-glucosa
en las paredes. Después, las paredes se hirvieron 5 minutos para inactivar las posibles
glucanasas incluidas en la pared y se resuspendieron en 500 yl de EDTA 1 mM. Se

hicieron alicuotas de 100pl, de las cuales una se incub con 100ul de tam pdn citrato-
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fosfato 50 mM pH 5,6; dos alicuotas se incubaron en el mismo tampoén en presencia de
10 ug de Zymoliasa 100T (Seikagaku Kogio) y otras dos se incubaron en 100 ul del
tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 con 100 unidades de Quantazima (Quantum,

Biotechnologies ING), que es una endo-B-(1,3)-glucanasa recombinante.

Todas las muestras se incubaron a 28°C durante 36 horas, tras lo cual se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 minutos y se tomaron alicuotas de los
sobrenadantes y de los precipitados. Todas las alicuotas (excepto los sobrenadantes que
se valoraron directamente) se diluyeron con 1 ml de acido tricloroacético (TCA) frio al 10
%, manteniéndose a 4°C hasta ser filtradas sobre papel Whatman GF/C. Estos filtros se
lavaron 3 veces con 1 ml de TCA y 2 veces con 3 ml de etanol. Después se secaron y se
determind su radiactividad en un contador de centelleo Wallac 1409, afadiendo liquido de
centelleo Optiphase “Hisafe” (Hartmann-Petersen, et al.). El precipitado de la incubacion
con Zymoliasa 100T corresponde al a-glucano presente en la pared mientras que el
sobrenadante de la incubacién con Quantazima correspondg@ al -(1,3)-glucano. La
diferencia entre los precipitados de Quantazima y Zymoliasa 100T corresponde a

galactomanano y 3-(1,6)-glucano.

9. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA -(1,3)-D-
GLUCAN SINTASA

Para realizar este ensayo se partié de un volumen de cultivo de 100 ml, creciendo
exponencialmente, a una D.O.g0 maxima de 1,0. En cada ensayo se realizaron dos

cultivos de cada cepa, para tener datos por duplicado.

Las muestras se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 minutos y a 4°C. Las células
se lavaron con 10 ml de tampdn de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 1 mM; B-
mercaptoetanol 1 mM), y se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones. Tras esto,
las células se resuspendieron en 600 pl de este mismo tampdn y se transfirieron a un
tubo de microcentrifuga frio. Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3.000
rpm (a 4°C) y se descartaron los sobrenadantes. A cada muestra se le afiadieron 100-150
pl de tampon de lavado y perlas de vidrio de 0,45 nm de didmetro, frias (“Glasperlen”,
Braun Biotech International), en una “Fast Prep” FP120 (Savant; Bio101) 2 veces durante
10 segundos, a una velocidad de 6 m/s y a 4°C. Posteriormente, los extractos se
transfirieron a tubos frios, se diluyeron hasta 15 ml con tampén de lavado y se
centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga a 4°C para eliminar las

paredes celulares. Seguidamente los sobrenadantes se pasaron a tubos frios de 30 ml y
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se centrifugaron durante 30 minutos a 18.000 rpm en una centrifuga Beckman con rotor
81X56Y a 4°C, para recoger las membranas celulares. Estas se resuspendieron en un
volumen final de 150 pl de tamg@n de resuspension ( Tris-HClI 50 mM pH 8,0; EDTA 1
mM; B-mercaptoetanol 1 mM; 33% glicerol) usando varillas de vidrio y vortex. Después se
pasaron a un tubo de microcentrifuga frio y se centrifugaron a 3.000 rpm a 4°C, para
eliminar cualquier bola de vidrio o célula sin romper. El sobrenadante se pas6 a un tubo

nuevo.

La concentracion de proteina de los extractos se cuantificO mediante el método

colorimétrico descrito por (Bradford, 1976).

Seguidamente se prepararon las mezclas de reaccién empleando [**C] UDP-D-
glucosa como sustrato. Las mezclas de reaccidbn que se prepararon contenian los

siguientes componentes:
Mezcla A para reacciones con GTP (cantidades afiadidas por cada muestra):
o H,O:9pl
e [*C] UDP-D-glucosa (2x10° cpm/umol) 5 mM: 5
e Seroalbumina Bovina al 6%: 5 pl
o GTP6 MM: 1 i
Mezcla A para reacciones sin GTP (cantidades afiadidas por cada muestra):
o H,O: 10 pl
e [*C] UDP-D-glucosa (2x10° cpm/umol) 5 mM: 5
e Seroalbumina Bovina al 6%: 5 pl
Mezcla B (cantidades afadidas por cada muestra):
o H,O: 2l
e EDTA 17 mM: 5 pl
e Tris-HCI 1 M pH 8: 3 pl

e Membranas (de cada muestra): 10 pl
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Se tomaron 20 pl de la mezcla de reaccidon A 'y se afiadieron 20 pl de la mezcla de
reaccion B de cada muestra en tubos de vidrio. El volumen final de cada reaccion fue de
40 ul, en los que 10 ul corresporidn a extractos de membrana de cada muestra. El
control negativo o blanco de la reaccion tenia 20 pl de la mezcla A sin GTP, 12 pl de
agua, 5 pl de EDTA 17mM y 3 pl de Tris-HCI 1M pH 8. Las reacciones se incubaron a
30°C durante 1h. Después de este tiempo las reacciones se pararon afiadiendo 2 ml de
acido tricloroacético (TCA) al 10% a cada tubo y se incubaron a 4°C durante un minimo
de 30 minutos. Después las muestras se filtraron utilizando filtros Watman (Watman
GF/C) que se lavaron 2 veces con 2 ml de TCA al 10% y dos veces mas con 5 ml de
etanol al 96%. Posteriormente los filtros se introdujeron en viales con 2 ml de solucién de
centelleo (OptiPhase “HiSafe”, Wallac). La radioactividad de las muestras se valoré en un
contador de centelleo (Wallac 1409). Como control, se colocaron 5 pl de [**C] UDP-D-

glucosa 5 mM en un filtro, para obtener las cuentas totales de la reaccion.

Para calcular la actividad especifica en miliunidades por miligramo de proteina se

utilizé la siguiente férmula:
cpm obtenidas x 200 x 1.000 / cpm totales x minutos x pg proteina= muU/mg
donde cpm son las cuentas por minuto y los minutos son 60.

La unidad especifica se define como la cantidad de enzima que cataliza la

incorporacién de 1 umol de glucosa en glucano por minuto a 30°C.

10. ANALISIS DE PROTEINAS

10.1 Obtencion de extractos celulares

Los ensayos de Western-blot para comprobar la expresion de proteinas marcadas
con distintos epitopos, se realizaron a partir de extractos celulares obtenidos de la
siguiente manera: Se resuspedieron 1 x 10° células en 200yl del tampn de lisis que
consta de Tris-HCI 20 mM pH8, EDTA 2 mM, NaCl 137 mM, glicerol al 10% y NP-40 al
0,5% con inhibidores de proteasas (aprotinina 2 ug/ml, leupeptina 2 ug/ml, pestatina 2
pg/mly PMSF 1 mM). Las células se lisaron con bolitas de vidrio (G8772, Sigma), en una
Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de 16 segundos a una potencia de 6

m/s.

Se comprobd la rotura celular por observacion al microscopio de contraste de

fases. Las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante
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centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 minutos. Todo el proceso se realiz6 a 4°C para
evitar la degradacion de las proteinas. La concentracién de proteina de los extractos se
cuantific6 mediante el método colorimétrico descrito por (Bradford, 1976). Finalmente las
muestras se prepararon en tampon de carga (SDS al 2%, glicerol al 10%, DTT 50 mM y

azul de bromofenol al 0,04%) para proceder a la electroforesis en geles de poliacrilamida.

10.2 Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Las muestras de extracto total o de los precipitados se desnaturalizaron durante 5

minutos a 100°C y se centrifugaron a 12.000 rpm durante otros 5 minutos.

Las proteinas se separaron segun su tamafio mediante electroforesis en geles de
distinto porcentaje de poliacrilamida, en condiciones desnhaturalizantes (SDS-PAGE)
como describe (Laemmli, 1970) y a una intensidad de 30 mA por gel. El tamp6n de
carrera utilizado fue Tris/ Glicina (24,8 mM/192 mM) y SDS al 0,1 % pH 8,3. Las proteinas
se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) mediante el sistema Mini
Protean Ill de BioRad, usando como tampén Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y metanol al
10 % pH 8,3, durante 90 minutos a 100 V.

10.3 Inmunodeteccidon de proteinas

En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7,6,
NaCl 137 mM y Tween 20 al 0,1% de SIGMA) con seroalbumina bovina al 1-3% o con
leche desnatada al 5%, durante toda la noche a 4°C o 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario a la dilucién apropiada
en solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a
4°C. Se lavaron 4 veces durante 5 minutos con abundante TBST y se incubaron después
con un anticuerpo secundario anti-IgG unido a peroxidasa (HRP, horseradish peroxidase)
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Las membranas se volvieron a lavar 4 veces
con TBST y se afiadié el sustrato para la deteccion de la actividad peroxidasica por
quimioluminiscencia. Se empleé el kit ECL (RPN2106 Amersham Corporation). Las
proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectaron usando peliculas X Ray Film
100NIF (Fuijifilm).

Los anticuerpos utilizados fueron:
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e Anticuerpo monoclonal de ratén frente al epitopo HA, 12CA5 (Boehringer), a una
dilucién 1:6.000.

e Anticuerpo monoclonal de rata frente al epitopo HA, HA high affinity (Wood, et al.),
a una dilucién de 1:10.000.

¢ Anticuerpo monoclonal de raton frente a la proteina actina, C4 (ICN Biomedicals),
a una dilucién 1:10.000.

¢ Anticuerpo monoclonal de ratén frente a la proteina GFP, JL-8 (BD Biosciences),
a una dilucion 1:3.000-1:6.000.

e Anticuerpo monoclonal de ratén frente a la proteina Cpy de S. cerevisiae, 10A5

(Molecular Probes, Invitrogen), a una dilucion 1:100.

e Anticuerpo monoclonal de ratén frente al epitopo V5, SV5-pkl (Thermo Scientific)

a una dilucién 1:5.000.

e Anticuerpo policlonal de conejo frente a la proteina MAPK p44/42, p44/42 (Cell
Signaling Technology) a una dilucién 1:1.000.

e Anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG de raton unido a HRP (BioRad) a una
dilucién 1:10.000-1:15.000.

e Anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG de conejo unido a HRP (BioRad) a una
dilucién 1:10.000.

e Anticuerpo monoclonal de cabra anti-lgG de rata unido a HRP (Santa Cruz

Biotechnology) a una dilucion 1:15.000.

10.4 Inmunoprecipitacion

Para realizar los ensayos de inmunoprecipitacion, se obtuvieron extractos de
5x10° células que expresaban las diferentes proteinas marcadas con epitopos HA y GFP.
El tampdn de lisis utilizado en estas coprecipitaciones consta de Tris-HCI 20 mM pH 8,
EDTA 2 mM, NaCl 137 mM, glicerol al 10%, NP-40 al 0,5 % y un céctel de inhibidores de
proteasas comercial (Protease Inhibitor cocktail; SIGMA). Los extractos (2 mg) se
incubaron con anticuerpos policlonales frente al epitopo HA durante 2 horas,
posteriormente se incubaron con 40 ul de proténa A -sefarosa (Protein A sepharose CL-

4B, GE Healthcare) al 50 % en tampén de lisis durante 2-4 horas mas a 4°C. A
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continuacion, los complejos unidos a la matriz de sefarosa se sedimentaron por
centrifugacion y se lavaron 4 veces con 1 ml de tampon de lisis. Finalmente, los
complejos se resuspendieron en 30 yl de tampdn de carga 2X (SDS al 4 %, glicerol al 20
%, DTT 100 mM y azul de bromofenol al 0,08 %) para proceder a la electroforesis en

geles de poliacrilamida.
El anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion fue:
e Anticuerpo policlonal de conejo frente al epitopo HA (Abcam), 2 ug.
Para el revelado de las membranas se utilizo:

e Anticuerpo monoclonal de raton frente a la proteina GFP, JL-8 (BD Biosciences),

a una dilucién 1:3.000.

e Anticuerpo monoclonal de rata frente al epitopo HA, HA high affinity (Wood, et al.),
a una dilucién de 1:10.000.

10.5 Analisis de los niveles de GTP-Rho1l

10.5.1 Produccién de GST-RBD

La cantidad de Rhol activa en distintas cepas de S. pombe se determiné
mediante el ensayo de precipitacion con GST-RBD que contiene el dominio de union a
RhoA (RBD, Rho Binding Domain) de la proteina rotequina fusionada a la secuencia que
codifica la proteina GST (Reid, et al., 1996). Este dominio solo se asocia a Rhol cuando
esta unida a GTP. La proteina recombinante GST-RBD se obtuvo en una cepa DH5a de
E. coli transformada con el pldsmido pGEX-RBD. Las bacterias transformadas se
incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB con el antibiético ampicilina (5Qg/ml) hasta
gue alcanzaron una D.O. a 600 nm de 0,6. En este momento se afiadio IPTG a una
concentracion final de 0,5 mM para inducir la expresion del gen que codifica la proteina

de fusion y se incubaron 3 horas mas a 28°C.

Se recogieron las células por centrifugacion a 5.000 rpm y se resuspendieron en
20 ml de tampdn PBS (tampon fosfato salino: Na,HPO, 10 mM, KH,HPO, 2 mM, NacCl
137 mM y KCI 2,7 mM) frio al que se afiadieron previamente inhibidores de proteasas
(pestatina 2 pg/ml, leupeptina 2 pg/ ml, aprotinina 2 yg/ml y PMSF 1mM) vy lisozima (2
mg/ml). Tras 30 minutos de incubacién en hielo, las células se sonicaron 4 veces a una

potencia de 14 ym de amplitud de onda durante 1 minuto. Se afladi6é Triton TX-100 a una
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concentracion final del 1% y se centrifugaron las células lisadas a 7.800 x g durante 1
hora a 4°C.

Posteriormente, se recogié el sobrenadante, se afiadieron 6QDde glutation -
sefarosa al 50% previamente equilibrada con PBS y se incub6 durante 2 horas a 4°C. A
continuacion, las bolas de glutation-sefarosa con la proteina de fusion GST-RBD unida,
se lavaron 3 veces con 40 ml de PBS, recogiéndose por centrifugacion a 3.000 rpm. Por
ualtimo, se resuspendieron al 50% en solucion de lisis B: Tris-HCI 50 mM pH 7,6, NaCl 20
mM, glicerol al 10%, MgCl, 2 mM, DTT 0,1 mM y NP-40 al 0,5%, con inhibidores de

proteasas a la misma concentracion que la descrita anteriormente.

La cantidad de proteina GST-RBD purificada se cuantificé por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie, comparandola con diferentes

cantidades de seroalbuminabovina.
10.5.2 Ensayo de union

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio que expresaban HA-
Rhol, tal y como se describié en el apartado 10.1 de Materiales y Métodos, pero
utilizando tampon de lisis B. Los extractos (2 mg de proteina total), se igualaron a 500 pl
con tampén de lisis B y se afiadieron 1qug de GST -RBD asociado a bolas de glutation
sefarosa. Se incubaron 2-4 horas a 4°C y se lavaron 4 veces con 1 ml de tampodn de lisis
B. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en 30 pl de tampn de carga 2X y se
sometieron a SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12%. Luego se transfiririeron a
una membrana de PVDF y se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-HA 12CA5
para detectar la fraccion de la proteina HA-Rhol unida a GTP que habia precipitado al

unirse al dominio RBD.

10.6 Ensayo de inmunoblot de colonias

El ensayo de inmunoblot de colonias para detectar la proteina Cpyl secretada se
realizé como lo describio (lwaki, et al., 2006) con las modificaciones utilizadas por (Codlin
y Mole, 2009). Células creciendo en fase exponencial se concentraron hasta una
D.O.e00nm de 2, y se depositaron 5ul de esta suspension de células sobre una membrana
de nitrocelulosa colocada sobre placas de YES o YES suplementado con sorbitol 1,2 M,
incubandose durante 3-5 dias a 25°C. Tras lavar la membrana con TBST para eliminar

las células, se procedid a bloquear la membrana en TBST con seroalbumina bovina al 1%
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y se inmunodetectdé la Cpy1l, tal y como se describe en el apartado 10.3 de esta seccion,

con el anticuerpo monoclonal anti-Cpy.

10.7 Ensayo de determinacion de la actividad de Pmk1

Para determinar la actividad de la MAPK Pmk1 se analiz6 el grado de fosforilacion
de esta proteina. Se incubaron las células en medio YES normal o YES suplementado
para conseguir distintos estreses, a una temperatura de 28°C, recogiéndose mediante
filtracion 40 ml de cultivo al tiempo de incubacion necesario para cada experimento. A
continuacion se recuperaron las células del filtro en tubos de microcentrifuga frios a los
gue previamente se les habia afiadido 1 ml de PBS frio. Los precipitados resultantes se
congelaron y se guardaron en hielo seco. A continuacion, todas las muestras se
descongelaron y se resuspendieron en 150 pl de solucién de lisis E (Tris-HCI 50 mM pH
8, NaCl 150 mM, glicerol al 10%, NP-40 al 0,1% e imidazol 15 mM) con inhibidores de
proteasas (aprotinina 2 p/ml, leupeptina 2 p/ml, pestatina 2 y/ml y PMSF 1 mM). Las
células se lisaron con bolitas de vidrio (G8772, SIGMA), en una Fast-Prep FP120 (Bio
101 Savant) durante 2 pulsos de 16 segundos a una velocidad de 6,0 m/s. Se comprobé
la rotura celular por observacion al microscopio de contraste de fases. Las bolitas de
vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante centrifugacion a 13.000 rpm
durante 15 minutos. Todo el proceso se realiz6 a 4°C para evitar la degradacion de las
proteinas. La concentracién de proteina de los extractos se cuantificdé por el método
colorimétrico descrito por (Bradford, 1976). Pmk1-HA-6H se purifico a partir de 800 ug de
extracto celular utilizando 60 pl de bolas de Nquel Ni ?*-NTA Agarose (Qiagen) al 50% e
incubando las distintas muestras durante dos horas en agitacién a 4°C. Posteriormente,
Pmk1 unida a las bolas de niquel se sedimentd por centrifugacion y se lavo tres veces
con 1 ml de Tris-HCI 1 M pH 8. Finalmente, la proteina se resuspendié en 25 ul de
tampon de carga 2X para proceder a la electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y
posterior andlisis por Western-blot. Para detectar el estado activo de Pmk1 se utilizaron
anticuerpos policlonales anti-fosfo-p44/42 y para detectar la cantidad total de Pmkl

purificada se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-HA, 12CA5.

10.8 Valoracion de la estabilidad de la proteina CPY*

Para determinar la vida media de la proteina CPY* en las cepas silvestre y rhol-

C17R se sigui6 el protocolo descrito por (Hartmann-Petersen, et al., 2004; Otero, et al.,
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2010). Las células transformadas con el plasmido NMT1-V5-6His-CPY* se incubaron en
medio minimo liquido sin tiamina durante 21 horas a 28°C para permitir la expresion de
CPY*. Posteriormente, el medio se suplementé con tiamina 100 mM y cicloheximida
(SIGMA) 250 pg/ml para bloquear la expresion del plasmido y la sintesis proteica de
novo, respectivamente. A continuacion, se recogieron muestras a las 0; 0,5; 1; 2y 4
horas, después de haber afiadido estos compuestos y se resuspendieron las células en
tampon STOP (NaCl 154 mM, NaN; 1 mM y EDTA 10 mM) para parar el metabolismo
celular y se congelaron a -80°C. Los extractos proteicos fueron obtenidos tal y como se
describe en el apartado 10.1 de esta seccién y analizados por Western-blot. La

inmunodeteccion de CPY* se llevo a cabo con el anticuerpo monoclonal anti-V5.

11. TECNICAS MICROSCOPICAS Y TINCIONES

Para llevar a cabo estas técnicas, se emplearon diversos microscopios: Leica DM
RXA equipado con un sistema de iluminacién halégena, filtros para microscopia de
contraste interdiferencial (DIC) y contraste de fases, objetivos de inmersién en aceite y
una camara fotogréfica digital Leica DFC350FX acoplada al microscopio; Nikon Eclipse
TE-2000U con una camara Orca-ER. Ambos microscopios controlados mediante el
software MetaMorph® (MDS Analytical Technologies); Leica DM RXS cuya captacion de
imagenes se realiz6 con una camara digital Leica Qsensys y el programa informatico
Qfish; y el equipo Personal Deltavision Microscope (Applied Precision), que incluye un
microscopio invertido Olympus [IX-70, controlado mediante el software softWoRx
Resolve3D, y la camara CoolSNAP HQ2 (PHOTOMETRICS). Las imagenes se
procesaron posteriormente con los programas MetaMorph® (MDS Analytical
Technologies), Image-J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) y Adobe Photoshop CS3 (Adobe

System, Inc).

11.1 Microscopia de campo claro: contraste de fases y contraste

diferencial (Nomarski)

Para la observacion de células en campo claro o en contraste de fases se tomaron

muestras directamente de los cultivos incubados en medio liquido o en placa.
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11.1.1 Tincién con azul de metileno

El azul de metileno es un colorante que solo entra en las células que estan
muertas y han perdido la permeabilidad selectiva, de modo que éstas quedan tefiidas de
color azul, mientras que las células intactas no se tifien con este colorante. En los casos
gue interes6 comprobar si las células mantenian la integridad celular se tomaron
muestras de los cultivos y se mezclaron con un volumen igual de una solucion de azul de
metileno al 0,1%. Las muestras se observaron inmediatamente mediante microscopia de

campo claro.

11.2 Microscopia de fluorescencia

Para la observacion de muestras fluorescentes, se utilizaron los filtros adecuados
gue dejan pasar la luz UV de una determinada longitud de onda, segun los espectros de
excitacion-emision propios de los fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas.
Siempre se realizaron como referencia imagenes de contraste interdiferencial (Nomarsky)

o0 de contraste de fases.
11.2.1 Fluorescencia directa con GFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos
procedente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde
cuando se excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su
capacidad para emitir luz verde cuando se expresa de forma heterdloga en células
eucariotas o procariotas. Por ello, suele usarse como sistema de deteccién de la
expresion y localizacion subcelular de proteinas in vivo. Para ello, es necesario fusionar
la secuencia de ADN que codifica esta proteina en fase con la del gen de la proteina
objeto de estudio y observar la muestra en el microscopio de fluorescencia. En los
experimentos también se han empleado variantes de la proteina verde fluorescente,
como la EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), mas brillante que la original, que

emite luz de 507 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 488 nm.

Existe, ademas, la proteina roja fluorescente (DsRFP), que emite luz de 586 nm
de longitud de onda cuando es excitada con luz de 556 nm. Se han realizado
modificaciones de la proteina RFP, como la mCherry, cuya luz de emisibn es mas
brillante y estable, que emite luz de 610 nm de longitud de onda cuando es excitada con
luz de 587 nm (Shaner, et al., 2005) y que fue utilizada, en algunos casos, en este

trabajo.
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Ademas, estas proteinas pueden fusionarse en tadndem para aumentar la

intensidad de la luz de emision.
11.2.2 Tincién de calcofluor

El calcofltor es un fluorocromo que tifie las zonas de pared celular ricas en quitina
en S. cerevisiae, pero que en S. pombe se une fundamentalmente al B-(1-3)-glucano
lineal del septo y de los polos en crecimiento (Cortes, et al.,, 2007) ya que S. pombe
carece de quitina. El calcoflior se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y
emite fluorescencia azul. El calcofltor (Blankophor BBH, Bayer Corporation) se preparé
en agua a una concentracion de 1 mg/ml. Para conseguir la completa disolucion, se
afadieron gotas de KOH 10 N. Se esteriliz6 por filtracion y se guardd a 4°C protegido de

la luz.

La tincion de calcoflior se realizé directamente sobre la muestra antes de su

observacion, afiadiendo el calcofldor a una dilucion 1/6 (v/v).
11.2.3 Tincién de actina

Para esta tincion se utiliza la faloidina, una toxina extraida del hongo Amanita
phalloides, que se une con alta afinidad a la actina F (actina polimerizada), conjugada a
un compuesto fluorescente, en nuestro caso, Alexa-fluor 448 (A excitacibn 493 nmA

emisién 520 nm).

La tincion de actina se realiz6 a partir del protocolo inicial descrito por (Marks y
Hyams, 1985), siguiendo las indicaciones y modificaciones realizadas por F. Chang.
Partiendo de un cultivo en fase exponencial, se tomaron 5 ml de células y se fijaron
afadiendo 1 ml (1/5 del volumen del cultivo) de formaldehido al 16% (EM-grade MeOH
Free, Polysciences) y 500 pl (1/10 del volumen del cultivo) de tamim PEM (PIPES 100
mM, EGTA 1 mM, Mg,SO, 1 mM, pH 6,9). ). Las células se incubaron en agitacion a la
temperatura del cultivo durante 1 hora y posteriormente se lavaron 3 veces con tampoén
PEM. Se recogieron de nuevo las células y se permeabilizaron resuspendiéndolas en
PEM con Triton T-X100 al 1% durante 30 segundos, para permitir la posterior entrada del
fluorescente. Finalmente, se lavaron tres veces con PEM, se topiédé élulas
permeabilizadas y se mezclaron con 8 pl de Alexa-fluor 448-faloidina (Molecular Probes),
resuspendida en PEM. Estas muestras se incubaron en oscuridad durante 1 hora en un
agitador orbital a temperatura ambiente. Las muestras asi tefiidas pueden guardarse

durante 1 6 2 dias a 4°C. Estas se examinaron con el microscopio de fluorescencia.
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11.2.4 Tincién con FM4-64

Para analizar el proceso de endocitosis se empled la tincién de células vivas con
el colorante FM4-64 (Vida y Emr, 1995). El FM4-64 [dibromuro de N-(3-
trietilamoniopropil)-4-(6-(dietilamino)fenil) hexatrienil) piridina] es un colorante lipofilico
fluorescente que permite observar el proceso de endocitosis desde su incorporacion a la
membrana plasmética, su transporte por la ruta endosomal y su llegada e incorporacion a
la membrana vacuolar como destino final. Esta Ultima caracteristica permite también

analizar la morfologia de dichos organulos celulares.

Para la tinciébn con este colorante se parti6 de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento (D.O.go0nm 0,8-1,0). Se tomé 1 ml de cultivo de la muestra y se centrifug6 a
3.000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente se retird el sobrenadante dejando una
pequefia cantidad del mismo para resuspender las células. El tubo con la muestra se
introdujo en hielo de 3 a 5 minutos para asi detener el proceso de endocitosis. Una vez
transcurrido este tiempo se afadieron 1,2ul de una dilucon 1:10 en agua del colorante
FM4-64 (Synaptored, Biotium, stock disuelto en agua a 10 mM). Para permitir una
incorporacion eficiente del colorante a la membrana se mantuvieron las muestras en hielo
durante 3-5 minutos. A partir de este tiempo se pudieron observar claramente las zonas
activas de endocitosis en la membrana plasmaética, siendo el marcaje mas intenso en las
zonas de los polos y de septacion de las células en division. Debido a la rapida
internalizacion de este colorante, a los 2 minutos ya se apreciaban endosomas en el
interior celular. Para ver la envuelta vacuolar fue necesario incubar las muestras un

minimo de 30 minutos a 28°C después de haber afiadido el colorante.

Las células se observaron al microscopio de fluorescencia (A excitacion 508 nm; A

emision 751 nm) tras la incubacion.
11.2.5 Tincién con CDCFDA

Para observar la morfologia vacuolar se realizaron tinciones con el compuesto 5-
6-carboxi-2",7 -diclorofluoresceina diacetato (CDCFDA). Este compuesto entra en las
células por un mecanismo independiente de la endocitosis y se almacena en las vacuolas
(Roberts, et al., 1991).

Las células en crecimiento exponencial se recogieron, se lavaron con medio
suplementado con &acido citrico 10 mM y se incubaron durante 30 minutos a 28°C en

medio con &cido citrico 10 mM y CDCFDA 2,5 um. Posteriormente las células se lavaron
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con medio con &cido citrico 10 mM y se realizaron micrografias de fluorescencia a unaA

excitacion 492 nm y una A emisioén 517 nm.

11.3 Microscopia a tiempo real

El seguimiento de la viabilidad de células rho1-C17R a temperatura no permisiva a
lo largo del tiempo, se llevd a cabo mediante experimentos de video-microscopia. En
estos experimentos es necesario mantener las células en un medio con los nutrientes
necesarios para garantizar su crecimiento, y es imprescindible que las células no se
muevan en el portaobjetos para obtener una imagen enfocada en cada tiempo y poder
comparar la evolucion de la lisis. Para ello, se utilizaron portaobjetos excavados en los
gue se afadieron 50 yl de medio solido fundido. Tras solidificar el medio, se afiadieron 2
Ml de la suspensbn de células, se colocé el cubreobjetos y se sellé la preparacion para
evitar que las células se movieran. Se tomaron fotografias a distintos intervalos de

tiempo.

12. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS DATOS

Para el analisis informatico de las secuencias de ADN y de proteinas,
alineamiento de secuencias y mapas de restriccion, se utilizaron los programas DNAStar,
DNAStrider y Clustal Omega.

Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de S.

pombe, The Wellcome Trust Sanger Institute Schizosaccharomyces pombe Gene DB

(http://www.genedb.org/genedb/pombe/), actualmente (http://www.pombase.orq).

Las busquedas bibliograficas se realizaron a través de la base de datos de MedLine

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed).
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éndices

“Todas las verdades son faciles de
entender, una vez descubiertas. La
cuestion es descubrirlas”

Galileo Galilei
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ENSAYOS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA rhol1-C17R Y OTRAS
CEPAS RELACIONADAS EN MEDIO YES A 28°C EN PRESENCIA
DE DISTINTOS COMPUESTOS

Ensayo de crecimiento en gota de las cepas indicadas en cada tabla, en medio
YES suplementado con distintos compuestos en las concentraciones sefaladas. A partir
de una suspension de células con una D.O.g0nm de 2 se hicieron diluciones seriadas Ya.

Las placas se incubaron durante 3 dias a 28°C.
El grado de crecimiento se muestra como:

NC No crecimiento + Crecimiento hasta la dilucién 1 6 1/4

Crecimiento hasta la dilucién 1/16 6 1/64 +++ Crecimiento hasta ladilucion 1/256 6 1/1.024

Tabla I.- Sensibilidad a MgCl,

MgCl, (M)
Cepa 0 0,010 0,015 0,025 0,050
wit +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++ +++ +++ +
rhol-C17R rho2A +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R pmk1A Sl Sl +++ +++ +++
rho2A +++ +++ +++ +++ +++
pmk1A +++ +++ +++ +++ +++
ppblA +++ +++ +++ +++
Tabla Il.- Sensibilidad a KCI
KCI (M)
Cepa 0 0,3 0,6 1 1,2
wt +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++ +++
rho2A +++ +++ +++
pmk1A +++ +++ e + +
ppblA +++ NC NC NC
pmplA +++ +++ +++
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Tabla lll.- Sensibilidad a NaCl

NaCl (M)
Cepa 0 0,05 0,10 0,20
wt +++ + + NC
rhol-C17R +++ + NC NC
rho2A +++ + NC
pmk1A +++ + NC
ppblA +++ NC NC
pmplA +++ + NC NC
Tabla IV.- Sensibilidad a CaCl,
CacCl, (M)
Cepa 0 0,025 0,050 0,075 0,100 0,200
wt +++ +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++ +++ +++ +++ NC
rho2A +++ +++ NC NC
pmk1A +++ +++ +++ +++ +++ NC
ppblA +++ +++ + NC NC NC
pmplA Arrr +++ +++ raFaF Arrr NC

Tabla V.- Sensibilidad a FK506

FK506 (pg/ml)

Cepa 0 0,05 0,10 0,20

wt +++ +++ +++ +++
rhol-C17R Sl + NC
rhol-C17R rho2A +++ +++ +++ +++
rhol-C17R pmkl1A +++ +++ +++ +++
rho2A +++ +++ +++ +++
pmk1A +++ +++ +++ +++
ppb1A +++ +++ +++ +++
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Tabla VI.- Sensibilidad a Calcofluor

Calcofluor (mg/ml)
Cepa 0 0,1 0,2 0,4
wt +++ +++ +++

rhol-C17R +++ + NC NC
rho2A +++ +++ +++ +++
pmk1A +++ +++ +++ +++
ppblA +++ NC NC NC
pmplA +++ + +

Tabla VII.- Sensibilidad a Caspofungina

Caspofungina (ug/ml)
Cepa 0 0,05 0,10 0,50 1,00
wt +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++ +++ NC NC
rho2A +++ +++ +++ +++ +
pmk1A +++ +++ +++ NC NC
ppblA +++ +++ +++ +++ +
pmplA +++ +++ +++ +++ +++

Tabla VIII.- Sensibilidad a Equinocandina

Equinocandina (ug/ml)
Cepa 0 0,1 0,2 0,4 0,6
wi +++ +++ +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++ + NC NC
rho2A +++ +++ +++ +++ +++
pmk1A +++ +++ +++ +++ +++

ppblA +++ +++ +++ +++
pmplA +++ +++ +++ +++ +++
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Tabla IX.- Sensibilidad a Cafeina

Cafeina (mM)

Cepa 0 4 8
wit +++ NC
rhol-C17R +++ NC
rhol-C17R rho2A +++ +++ +
rhol-C17R pmkl1A +++ T NC
rho2A +++ +++ +++
pmk1A +++ +++
pmplA +++ +++ +++
ppb1A +++ +++ NC
Tabla X.- Sensibilidad a EGTA
EGTA (mM
Cepa 0 0,5 1,0
wt +++ +++ +++
rhol-C17R +++ +++
rhol-C17R pmk1A +++ +++ +++
pmk1A TFAFr +++ e
yam8A +++ +++ +++
ppblA +++ +++
Tabla XI.- Sensibilidad a Miconazol
Miconazol (uUM)
Cepa 0 0,1 0,2 0,5 1,0
wt +++ +++ +++ +++ +
rhol-C17R +++ +++ +++ NC
rho2A +++ +++ +++ NC
pmk1A +++ +++ NC
ppblA +++ +++ +++ NC
pmplA +++ +++ +++ +++ +
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Tabla Xll.- Sensibilidad a DTT

DTT (mM)
Cepa 0 10,0 12,5 15,0 17,5
wt +++ +++ +++
rhol-C17R +++ s
rhol-C17R pmk1A +++ +++ +++ +
pmk1A +++ +++ +++ +++
irelA +++ +++ +++ + NC

pmplA +++ 4+
ppblA +++ +++ +++ +4++

Tabla Xlll.- Sensibilidad a Tunicamicina

Tunicamicina (pg/ml)

Cepa 0 0,03 0,05
wt +++ +++ +++
rhol-C17R o +
rhol-C17R pmk1A +++ +4++
pmk1A o +++ +++
irelA +++ +++ +
pmplA +++
ppblA +++ +++ +++
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APENDICE II

RESULTADOS DE LA BUSQUEDA DE INTERACCIONES

GENETICAS DE LA CEPA MUTANTE

rhol-C17R CON LA

COLECCION DE DELECIONES VIABLES DE S. pombe

En esta tabla se muestran los genes que dieron interaccién negativa con la cepa

mutante rho1-C17R, tanto de tipo sintético sick como sintético letal.

Nombre L
del gen Descripcion del gen
rgfl” | Rho-GEF.
Serine/threonine protein kinase, protein kinase C-like, Phorbol esters/diacylglercerol
pckl* binding domain (C1 domain), HR1 repeat, C2 domain, similar to S. cerevisiae
YBL105C, similar to S. pombe pck2 (paralog), essential, involved in cellular
morphogen.
GTPase activating protein, target Rhol (implicated), RhoGAP domain, DEP domain,
rgag* FCH domain, phosphorylated by Shklp, localization cell ends (interphase),
localization cell division site (cytokinesis), similar to S. cerevisiae YFL0O47W,
SPAC2F7.18c.
+ GTPase activating protein, target Rho2, RhoGAP domain, DEP domain, FCH
rga’ domain.
rga2* GTPase.a.ctivating protein, pleckstrin homology domain, RhoGAP domain, similar to
S. cerevisiae YPL115C.
mtl2* Gch_oprotein (predicted), serilne-rich _protein, Iocalization.cell surface (predicted), 1
predicted transmembrane helix, possibly S. pombe specific.
wscl” | Transmembrane receptor Wscl.
ppbl” Calcineurin catalytic subunit.
cnbl” Calcineurin regulatory subunit.
cchl” Involved in calcium ion transport, involved in calcium ion homeostasis.
yam8" | Involved in calcium ion transport, involved in calcium ion homeostasis.
pmrl” P-type ATPase, calcium transporting.
pmpl* Dual-specificity MAP kinase phosphatase, non-essential, similar to S. cerevisiae
YIL113W and YNLO53W.
pyp3” Protein-tyrosine phosphatase, target Cdc2p, similar to S. cerevisiae YDL230W.
styl” | MAPK, SAPK cascade.
Serine/threonine protein kinase, non-essential, KA1 domain, microtubule affinity-
kin* regulating kinase, involved in cell polarit_y (esta_lblishment)_ (implicated), involved_ in
microtubule-based movement (regulation), involved in new end formation
(interphase).
Hamartin, interacts physically with Tsc2p (predicted), deletion mutant defective in
tscl” nutrient uptake, involved in intracellular protein transport, involved in regulation of
arginine metabolism, involved in response to nutrients and disease associated.
cAMP-independent regulatory protein, involved in sexual development (regulation)
pac2” (initiation), similar to S. pombe gtil, similar to S. cerevisiae YELOO7W and
YHR177W.
ppk14* Flipasa-serine/threonine protein kinase (predicted), similar to S. pombe
SPBC1861.09, similar to S. cerevisiae YNR0O47W and YCR0O91W.
mtol* Involved in microtubule cytoskeleton organization and biogenesis, involved in astral

microtubule organization.
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alpl4® |T1oG ortholog Alp14, attachment of spindle microtubules to kinetochore.
klp6* Kinesin-like protein Klp6.
mug33” Teal-interacting protein involved in exocytosis.
tin1* CLIP170-like protein, CAP-Gly domain, similar to S. cerevisiae YCL029C,
P expression increased by heat shock, nocl.
tead* Src (SH3) homology domain, involved in cell polarity (pers. comm. Sophie Martin),
similar to S. cerevisiae YAR014C.
Microtubule-associated protein, kelch repeat protein, involved in cell-end anchoring
teal” (required), similar to S. cerevisiae YHR158C and YGR238C, similar to S. pombe
tea3.
tea2* Kinesin-like protein, KIP2 subfamily, involved in the localization of polarity factors
(PMID:12034771), no apparent S. cerevisiae ortholog.
sna2t GIT repeat protein (SMART), GTPase activating protein (predicted), similar to S.
P cerevisiae YLLO21W and YLR313C.
Arrestin family, calcium binding protein (predicted), PY motif (predicted), similar to S.
art7* cerevisiae YOR018W and YFR022W, similar to S. pombe SPCC584.15C, possibly
binds to ubiquitin-protein ligase.
Cdcl4-related protein phosphatase, Cdcl4 family, non-essential, regulates
clo1” coordination of cytokinesis with cell cycle progression, target Cdc25p
P (dephosphorylation), interacts physically with Cdc25p, promotes the destabilization
of Cdc25p.
Serine/threonine protein kinase, NIMA-related kinase, expression peaks at M-G1
fin1* phase, regulated by PBF transcription complex, similar to S. cerevisiae YAR018C,
involved in the localization of Plolp, SIN component, involved in the asymmetry of
SIN.
blt1" | Contractil ring protein.
Src (SH3) homology domain, involved in cytokinesis (predicted), localization
evk3® contractile ring (pers. comm. Matthew Lord and Thomas D. Pollard), similar to S.
y cerevisiae YDL117W, non-essential (pers. comm. Matthew Lord and Thomas D.
Pollard).
ficl” Hypothetical protein, similar to S. cerevisiae YNL152W, C2 domain.
pxI1" | paxillin-like protein.
Amphiphysin, GTPase-binding (predicted), actin cortical patch component
hob3* (predicted), involved in cell cycle regulation, Human BIN3 complements the F-actin
localization defects caused by loss of Hob3p, involved in cytokinesis, involved in
actin cytosol.
spn3” | Septin.
mid2" | Anillin homologue.
Ubiquitin-protein ligase (E3) involved in spindle assembly checkpoint, required to
dmal® |prevent septum formation if spindle function is compromised, required to prevent
premature exit from mitosis.
macl* Membrane anchored protein, 3 predicted transmembrane helices, predicted N-
terminal signal sequence, localization cell ends and septum.
artr: Arrestin, calcium binding protein, PY motif (predicted), possibly binds to ubiquitin-
protein ligase.
apl6* AP-3 adaptor complex involved in Golgi to vacuole transport.
apm3" AP-3 adaptor complex involved in Golgi to vacuole transport.
apls* AP-3 adaptor complex involved in Golgi to vacuole transport.
aps3* AP-3 adaptor complex involved in Golgi to vacuole transport.
vam7: Vacuolar SNARE (predicted), PX domain protein.
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