Participacion de dnil*, dni2* y prm1+
en la fusion celular durante
la conjugacion

Maria Angeles Curto Borrego

J- 4 Tesis doctoral, 2016

I bf . 3 sz "
2 582 § VNiVERSiDAD
l g CSIC

P SALAMANCA

UNIVERSIDAD DE SALAMANCA
Departamento de Microbiologia y Genética






UNIVERSIDAD DE SALAMANCA
. g X Departamento de Microbiologia y Genetica
VNiVERSiDAD
D SALAMANCA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
C SIC FUNCIONAL Y GENOMICA

Participacion de dnil*, dni2* y prm1lt en la
fusion celular durante la conjugacion

Tesis Doctoral
Maria de los Angeles Curto Borrego
Salamanca, 2016






B SALAMANCA

@ g G
CANPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL c s I C

El Dr. Francisco del Rey Iglesias, Catedrético del Departamento de Microbiologia y
Genética de la Universidad de Salamanca

CERTIFICA:

Que la memoria titulada "Participacién de dni1®, dni2* y prm1’ en la fusién celular
durante la conjugacién"”, presentada por la licenciada Maria de los Angeles Curto
Borrego para optar al grado de Doctor en Biologia, ha sido realizada bajo la direccion
de la Dra. M2 Henar Valdivieso Montero en el Instituto de Biologia Funcional y
Gendmica, centro mixto de la Universidad de Salamanca (Departamento de
Microbiologia y Genética) y el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Y para autorizar su presentacion y evaluacién por el tribunal correspondiente, firma el
presente certificado en Salamanca, a 1% de i“m o de 2016.

Fdo. Dr. Francisco del Rey Iglesias






PSALAMANCA

CANFUS DE EXCELENCA INTERRACGONAL c s I C

La Dra. M2 Henar Valdivieso Montero, Profesora Titular del Departamento de
Microbiologia y Genética de la Universidad de Salamanca

CERTIFICA:

Que la memoria titulada "Participacién de dnil®, dni2* y prm1* en la fusién celular
durante la conjugacion”, presentada por la licenciada Maria de los Angeles Curto
Borrego para optar al grado de Doctor en Biologia, ha sido realizada bajo su direccién
en el Instituto de Biologia Funcional y Gendmica, centro mixto de la Universidad de
Salamanca (Departamento de Microbiologia y Genética) y el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas.

Y para autorizar su presentacion y evaluacién por el tribunal correspondiente, firma el

presente certificado en Salamanca, a {¥ de ;} (ole de 2016.

U

e

Fdo. Dra. M2 Henar Valdivieso Montero






Esta Tesis Doctoral se ha realizado gracias a una beca predoctoral del Programa de Formacion
del Profesorado Universitario (2011/2015) del Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte
del Gobierno de Espafia, proyectos del Plan Nacional de I+D (MICINN/Programa FEDER:
BFU2007-61866, y BFU2010-15085) (MINECO/Programa FEDER: BFU2013-48583-C2-2-P)
y proyectos de la Junta de Castilla y Ledn GR231 y SA073U14.






Un proverbio chino cuenta que “el simple aleteo de una mariposa, puede provocar
un tsunami al otro lado del mundo”. Ademas de tratarse de una bonita frase, para mi esta
llena de significado, ya que esta tesis, con sus defectos y cualidades, es asi y no de otra
manera, por vosotros. Por ello, lo minimo que puedo hacer es recordaros en una pagina de

este extenso relato.

La historia comenzd hara unos ocho afios, cuando una profesora de la facultad,
pequenita pero muy agradable, hizo que me entrarael gusanillo porel trabajo en microbiologia.
Un tiempo mas tarde, me vi haciendo practicas en el Instituto de Microbiologia Bioquimica
y fue donde aquella profesara, Henar, creyé en mi y decidié darme una oportunidad en su
laboratorio que me ha permitido formarme como cientifica. Ademas de abrirme las puertas
a la investigacion, Henar ha sido como una “mami”, siempre pendiente de todo. Pero
también he de darle las gracias por haberme dejado volar, y aunque a menudo me haya
resultado complicado, me ha permitido evolucionar, aprender y descubrir nuevos horizontes
de este trabajo. Durante aquel tiempo coincidi con Nacho, Laura, Civi, Ontoso; que me
contaban historias apasionantes sobre esto de la ciencia. Pero pronto aquella cuevecita, el
231, se nos quedo pequeia, y nos mudamos al p1.1. en el Instituto de Biologia Funcional
y Genomica, vamos, el edificio rojo que es como mejor se le conoce. Durante tooooodo
este tiempo he podido compartir laboratorio con muy diferentes personas: Nagore, la
Mentora!!, Mohammad, Cristina, siempre pendiente de que nada faltara, Marta, Sandra,
Fran, nuestro Nifio!!, y Carmen. Gracias a todos vosotros porque de una forma u otra me

habéis permitido crecer tanto personal como profesionalmente.

Y sin duda, el que han forjado los mejores recuerdos que me llevo de esta etapa de
mi vida, el doctorado, es el grupo de café: Mariona, mi Hermanita!; Iris, con su energia
contagiosa; Sara, que siempre guarda una sonrisa para recibirme; Rebeca, el mejor
ejemplo a seguir; Maite, con su perseverancia; Victor, el alma de la fiesta; Pedro, la calidez
en persona, Carlos, siempre dispuesto a lo que le propongas; Irene, guardiana de secretos
y confidencias pero sobre todo gran consejera; Tomas, con una sofisticada visidon objetiva
y quien me ha rescatado de la rebelién de los ordenadores; Elvira, todo un reservorio de
positividad; Luisa, por su carifio incondicional. Sencillamente... iiison geniales!!! También
Sofia, Carlos, Miguel y Raul, que hace algun tiempo alzaron el vuelo, y que son promotores

de este grupo de café, aunque ahora se vaya una hora mas tarde...... iEjem!

En todas las historias siempre aparece algun troll, o un lobo, o incluso un dragon.
Cuando comencé mi andadura por aqui, alguien me comenté que los lunes tocaban
“seminarios de pared”, en los que tendria la oportunidad de enfrentarme a muchos
ogros. El consejo que recibi fue que debia evitar que olieran mi miedo. Es cierto que
gritar... igritan! Sobre todo César. Pero cuando los conoces te das cuenta que son grandes
personas y grandes profesionales: Angel, Juan Carlos, Junior, Belén, Carlos, Pilar, Bea,

César y Yolanda, siempre dispuestos a darte una idea, un consejo, a resolverte una duda,



a prestarte una cepa, e incluso a regalarte una vision diferente que puede llegar a ser muy
interesante. También quiero recordar a Alessandro Senes y a Claire por su ayuda, a pesar

de no conocerme, en la busqueda de los codiciados plasmidos del TOXCAT.

Asi que si, parece ser que me voy a convertir en Doctora en Biologia. Pero, quién me
metié en la cabeza esto de estudiar la ciencia de la vida. La verdad... no lo recuerdo, pero
lo que si sé es que fue todo un regalo porque me sirvié para conocer a mis Supernenas:
Alicia, Sheila, Rosa y Patri. Siempre han estado y estadn ahi apoyandome y generando

buenas vibraciones.

De quien tampoco quiero olvidarme es de Toda la Banda: itodos y cada uno de
vosotros sois excepcionales! Siempre dispuestos a ayudarme en lo que os he pedido a
pesar de la distancia. Y sin duda alguna, esta historia hubiera sido muy diferente sin mis
Grecas: Lali,Ana, Nayra, Eva, Laura y Julia, siempre mostrando interés por mis levaduras
y sobre todo proporciondandome energia para afrontar esta batalla. iHacemos un gran

equipo!

Y como no podia ser menos, esta historia también pertenece a las personas que
han estado ahi desde el principio de los tiempos: Conchi, Marta, Nuria; la gente con la
que he crecido. Marta, Jessy, el pequeio Pablo, Pilar, Teresa; esas personitas que me
han visto querer ser periodista y han terminado viéndome estresada por una tesis. Y
como no los “allegados”, Nacho, Juli, Pipe, y especialmente Chuchi, porque una parte de
este “manuscrito” es mas tuya que mia. Recordar a Candido y Tere; que me han tratado
como una hija. También a toda mi familia, y en particular a mis padres y hermanos, que
siempre han creido en mi y me han defendido a capa y espada, aunque no hayan sido
pocas las ocasiones que he discutido con Juan y Angel... Y sobre todo Rubén, porque no he
sobrevivido a una tesis, hemos sobrevivido a una tesis. El principe verde, porque los azules
salen rana, que ha tenido la santa paciencia de aguantarme antes, durante y después de

la tesis, y ha sabido sacar lo mejor de mi.

Sinceramente, GRACIAS!



“Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto
y pensar lo que nadie mas ha pensado”

Albert Szent-Gyérgyi






A Juan y Angel






aa

ACOA

ADN

ARN

BF

BSA

CAM

CAT

dNTP

DTM

DMSO

D.O.

EDTA

GFP

HA

Kb

KDa

Lat A

LB

MAP

MBC

MBP

MEA

MM

Abreviaturas

Aminoacido

Acetil Coenzima A

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

BreEeldina A

Seroalbimina bovina (Bovine Serum Albumin)
Cloranfenicol (ChlorAMphenicol)

Cloranfenicol AcetilTransferasa

DesoxiNucledtido Trifosfato

Dominio TransMembrana

Dimetilsulféxido

Densidad Optica

Acido etilén diamino tetra-acético

Proteina verde fluorescente (Green Eluorenscent Protein)
Hemaglutinina

Kilobase

KiloDalton

Latrunculina A

Medio Luria-Bertani

Proteina activada por mitégeno (Mitogen-Activated Protein)
Metil Benzimidazol-2-ilCarbamato

Proteina de unién a maltosa (Maltose Binding Protein)
Agar extracto de malta (Malt Extract Agar)

Medio minimo



Abreviaturas

MM-N Medio minimo sin nitrégeno

ng NanoGramo

ORF Fase de lectura abierta (Open Reading Erame)

PAGE Electroforesis en gel de acrilamida (PolyAcrilamide Gel

Electrophoresis)

pb Pares de bases

PCR Reacciéon en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PE Fosfatidiletanolamina (PhosphatidilEtanolamine)

PS Fosfatidilserina (PhosphadilSerine)

RFP Proteina roja fluorescente (Red Fluorescent Protein)

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa

(Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

SDS Dodecil sulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulfate)

SPA Agar de esporulacion (SPorulation Agar)

TAE Tampon Tris-acético EDTA

TCA Acido TricCloroAcético

Ti Tiamina

UPR Respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response)

uv UltraVioleta



Indice






Indice

INTRODUCCION
1. LAS LEVADURAS COMO ORGANISMO MODELO. .. .tiiitiiiei it aineeaieesineenneesnnesnnnennnes 1
2. LA LEVADURA DE FISION Schizosaccharomyces POMDBE.............uuuuueeeeeieeiiiieseeennennns 1
2.1. Elciclode vida de S. POMDE.......covuiiiiiiiii et s et s it saa e eiaaaaaaans 2
2.2. El proceso de conjugacion en 1evaduras.......cvveveveniiirinininininnenenenenenenenenes 3
3. MUTANTES CON DEFECTOS EN LA FUSION CELULAR DURANTE LA CONJUGACION.....5
3.1. Mutantes con defectos en la produccion de feromonas...........cc.cccvvvvieinnnnn.. 6
3.2. Mutantes con defectos en la degradacion de la pared celular.............covneee. 6
3.3. Mutantes con defectos en el citoesqueleto.......ccovvviiiiiiiiiiiiic i 8
3.4. Mutantes con defectos en la fusion de membranas...........c.cocvviiiiiiinnnnen. 10
4. LA MEMBRANA PLASMATICA. ...utue ettt et e e ettt e e e e ettt e e e e s et eeesseaaa e eeseeanees 15
4.1 Organizacién de la membrana plasmatiCa........cocvvvviiiiiiiiiiiiiiineeeeeaas 15
4.2. Compartimentalizacion de la membrana.......cooviiviiii i 17
1. Mecanismos dependientesde energia......covvveviiiiiiiniiiiiiininnnneenes 18
2. Barmeras fiSICaS. v vttt iiit ettt 20
3. AQrupaciones ESPECIfiCaS. . .uuuuirirititii e 20
N TR I T ol =¥ T 1 = 1 21
5. FUSION DE MEMBRANAS. ... . eitietteee et ettt e e e e e e e e e e e s e ee s e e e s s eaa s eeseeeesaaseeeeees 25
5.1. Mecanismo general de fusion de membranas........cccvviiiiiieiineiineieeeenene, 25
5.2. Importancia de la fusion de Membranas.......cvivviviiiiiiiri e 27

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

ANteCedentes ¥ ObJEIVOS. . ittt s 29

RESULTADOS

1. LA PROTEINA Prm1p ES NECESARIA PARA LA FUSION CELULAR..........cceevrrrrrrrrrrrnnns 31
1.1. La expresién de prm1* aumenta durante conjugacion..........cccevvivvinenennnns 31
1.2. Prm1p se localiza en la zona de contacto de los Shmoos.............ccccvvvunnnnn. 31

1.3. Prm1p es necesaria para la fusion celular............cccooiiiiiiiiiiiiiic e 32



fndice

1.4. El defecto en fusidn celular de prm1A es mas severo que el de dnilA y/o
o 0717 A 36

1.5. La distribucién de la pared celular y de la membrana plasmatica en la zona
de contacto de los shmoos es defectuosa en el mutante prmliA................... 38

1.6. Distribucién de enzimas necesarias para la remodelacién de la pared celular
€N Prezigotos PrMIA. . e 41

1.7. Las envueltas celulares presentan un comportamiento erréneo durante la
fusion celular €N ZigOtOS PrMIA......eurieee ettt ettt eeaeanans 43
1.8. La distribucidn de la fosfatidilserina se modifica antes de la fusion celular....46
2. RELACION FUNCIONAL ENTRE LAS PROTEINAS DNilp Y DNi2p..e.icceeeneeeeriieerennnenens 49
2.1. Relacién funcional entre DNilp Y DNi2P...ieeeireieeieiiereneeieriereisensrnerernenes 49
2.1.1. Dnilp y Dni2p colocalizan en la zona de contacto celular............. 49
2.1.2. La localizacion de Dnilp y Dni2p es interdependiente................. 49
2.1.3. Dni2p controla especificamente la localizaciéon de Dnilp.............. 50

2.1.4. La sobreexpresion de dnil* o dni2* no complementa la ausencia
del OLr0 QBN . s 53
2.1.5. Dnilp y Dni2p forman un complejo......ccvvieiiiiiiiiiiiiianennens 55
2.2. Relacién estructura-funcidon de Dnilp y DNi2p...cieiieiiiiiiiiiiiiiiiiinaeaaanans 55

2.2.1. Loselementos estructurales que Dnilp comparte con las claudinas
No son esenciales para SU fUNCION.....vuvievievi v rieeneeas 56

2.2.2. Loselementos estructurales que Dni2p comparte con las claudinas
son esenciales para su funCiON........cocviiiiiiiiii 61

2.2.3. Otros elementos estructurales en Dnil y Dni2: motivos
SMAI-XXX=SMAIl. ... e e 65

2.2.4. Los motivos small-xxx-small son necesarios para la funcion de
Dni2p perono parala de Dnilp.....coooiiiiiiiiiiiii i 68

2.2.5. Dni2p interacciona consigo misma a través del motivo
small-xxx-small de la cuarta hélice transmembrana (DTM4)......... 70



Indice

3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CONCENTRACION DE Dnilp Y Dni2p EN EL
MICRODOMINIO DE FUSION....uvvvviiiiiieieieeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e eeeasebassavaaassaneeeeeees 74

3.1.

Papel de la endocitosis en la concentracion de Dnilp en el microdominio de

L0 1= o o 74
3.1.1. La endocitosis es necesaria para una fusién celular eficiente....... 74

3.1.2. La endocitosis contribuye ligeramente a concentrar a Dnilp en la

PUNEA A€ 10S SAMOO0S. ...t e 75

3.1.3. Dnilpcontiene ensuextremo C-terminal un motivo di-leucina que

participa en su eNdOCItOSIS. . viiri i 76
3.1.4. El mutante dni1A no presenta defectos en endocitosis................ 79
3.2. Papel de la actina en la concentracion de Dnilp en el microdominio de fusién...80
3.2.1. La localizacién de Dni2p en el microdominio de fusion requiere la
integridad del citoesqueleto de actina..........coooeviiiiiiiiiiinns 80
3.2.2. Laactina asociada al foco de fusién colabora en la concentracién de
Dnilp y Dni2p en la zona de contacto intercelular....................... 82
3.2.3. La actina se organiza correctamente en los mutantes dnil1A y/o
ANI2A . e 84
3.3. La concentracién de Dnilp en el microdominio de fusion requiere que los
esteroles de la membrana se organicen correctamente...........ccovvveviineinnnn. 84
3.4. Losrequerimientos Dnilp y Dni2p para permanecer en el microdominio de
fUSION SON AiSEINTOS. . uuitii i e 86
4, ESTUDIOS DE SOBREEXPRESION.....cctuuiiieteietetiteeeeseseeeseseeeeteseseseeesennseseannns 89
4.1. Las células que sobreexpresan dnil* pierden la integridad celular en un
proceso dependiente de DNiZ2P....iii i iiriiiie i i 89
4.2. Lamuerte de las células que sobreexpresan dnil+* no se remedia por sorbitol....92
4.3. La sobreexpresion de dnil+*provoca una expansion del RE...........ccoevvvvnnnenn. 93
4.4. Las células que sobreexpresan dnil* se mueren por una sefializacion
dependiente de Ir P . e i 94
4.5. Las cisteinas conservadas y el dominio C-terminal de Dnilp son necesarios

para que se produzca dafio celular en condiciones de sobreexpresion.......... 96



fndice

5. RELACION FUNCIONAL ENTRE LAS PROTEINAS Dnilp, Dni2p y Prmlp.....ccccevvennnnn... 97
5.1. Los genes dni+*y prm1+ actian en rutas funcionales diferentes................. 97

5.2. Los mutantes dni1A y prm1A presentan sensibilidad a compuestos que

interfieren con los lipidos de la membrana plasmatica.............ccoovvvvininnnns 101
5.3. Efecto del calcio en el proceso de conjugacion en distintos mutantes........ 104
DISCUSION

1. Prml1p y las proteinas Dni participan en dos rutas funcionales independientes

necesarias para la remodelacion de las envueltas celulares durante la fusion celular.....107

2. La ausencia de Prm1p y de las proteinas Dni podrian alterar algunas propiedades de

la membrana plasmatica en el microdominio de fusioN.......c.ovveviviiviviiii e, 109
3. Relacion entre Dnilp, DNi2p y 1as claudinas.....covvieiiiieniniiiiniineinsenen e eneens 111
4. Dni2p podria formar homo-oligdmeros a través de motivos small-xxx-small............ 114
5. Compartimentalizacidon de Dnilp en el microdominio de fusidn.........ccccvvviviviiinnnnn. 116

MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMO EMPLEADOS. ...ttt it vt seee e see s aeesane e sane e rne s annesaneesnneens 123
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. ..ttt et ieiesneesaeesieesieasiaeanneennneennes 123
2.1. Crecimiento de ESCheriChia COli...........oouueeeimiiiii i 124

2.2. Crecimiento Schizosaccharomyces pOmbe.........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiie s 124

2.2.1. Crecimiento vegetatiVo.....ccovviiiii i i 124

2.2.2. Conjugacion y eSporulaCion........cc.vuvuveiuiiieieiiieieierinerenaneeenennes 125

2.2.3. Condiciones especiales de crecimiento.........ccviiiiiiiiii i, 128

3. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR.........uuuieereeeriieeeeeeeennns 129
3.1, Vectores ULIZados. ..ouii i e 129

3.1.1. Vectores de E. COM..ouuneniii i e 129

3.1.2. Vectores de S. pOmMDe.....c.oouiiiiiiii i 130

3.2. Técnicas generales de manipulacion de ADN........cvveviviiiniierieiiienneneenens 131

S JNC TN o1 = g ol [ o e LY 2 B 1 FO PP 132

3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)....cvviriiiieiiiiiieiieiiieeeienenaenenes 132



Indice

3.5. PCR semicuantitativa.....coooviiiiii e 133
3.6. Mutagénesis dirigida in VItrO........vueuiii i 134
3.7. ConstrucCion de PlASMIAOS. . ..vuiuiiiiiieieiier e 135
3.7.1. Clonacion del gen Prmd ..o 135

3.7.2. Construccion del casete de delecién prm1::KAN............cccevevnnne. 135

3.7.3. Construccion del casete de delecidn dni2::NAT.....c.cccvvivininennnen 136

3.7.4. Marcaje de los genes dnil*, dni2*y prmI*.......ccccciiiiiiiiiinnnnnn. 136

3.7.5. Construccion de plasmidos de sobreexpresion..........cocvveveennne. 137

3.7.6. Construccion del plasmido KS+LactC2-GFP.........ccvvvvvrvniieinnnnne, 137

3.7.7. Construccion del plasmido 148+Psyl1-mCherry.......cccocveveienenne. 138

3.7.8. Clonacién de hélices transmembrana para el ensayo TOXCAT....... 138

GRS T 1 =1 1) o] o 0 1 =l To] 1= PP 138
3.8.1. Transformacién de Escherichia COli.........c.c.cuoviiiiiiiiiiiiniiininnnnn 138

3.8.2. Transformacién de Schizosaccharomyces pombe...................... 139

4. TECNICAS MICROSCOPICAS Y TINCIONES. ...cceeeeiiiiiiiireeeassainitnneneeeesssnnnnnnenaaaens 139
4.1. Microscopia de campo claro y de contraste de fases........cvvvvvivinviinnnnnnns 139
4.2. Microscopia de fluOreSCeNCIA. ... .iuiu it 139
4.2.1. Fluorescencia directa con GFP y RFP......ccciviiiiiiiiiiiii i 140

4.2.2. Tratamientos con compuestos qUIMICOS.....ccvvviiiiiiiiiiieiiiinennns 141

4.2.3. Tincidn con CalCoflior... . uiuiuiriii e 141

4.2.4. Tincion con HoesChst 33258......iuiviuiiiiiiiiiiieeeeee e 142

4.2.5. TiNCION CON FM4-64 .. ...ttt 142

4.2.6. TINCION CON LUCITEr YEIIOW. .. vttt neenees 143

4.3. EXperimentos de time-1apSe. ... ... 143
4.4, Cuantificacion PoOr M iNE-SCaN" ... ..iu ittt e e as 144

4.5. Microscopia electronica de transmision.....ccoeviiviiii i eenes 144



fndice

5. ANALISIS Y DETECCION DE PROTEINAS. ...u ittt et ettt ee et e ee e ee e e e e e e eaeaens 144
5.1. Obtencion de extractos ProtICOS. .. viuiii ittt aeaas 144

5.2. Separacion por electroforesis, transferencia e inmunodeteccién de

o]0 1= o= TP PP 145

5.3 Co-INMUNOPIECIPIEACION . .ttt ittt et re e e reeaeeae e eneneens 146

6. ACTIVIDADES ENZIMATICAS. ..uuuueetieeeeeeeeeeeeeeeeeetta e s s e e e e e e e e e e e eeseeaaeaaaaa s e as 147

7. ANALISIS BIOINFORMATICO DE DATOS....cuttuuieeeieeiiiiieeeeeiiiiseeeessstinseeessssnnnnns 149

Y YT T 151
BIBLIOGRAFIA

=111 LT e L= 1 1T= TP 159









Introduccién

1. LAS LEVADURAS COMO ORGANISMO MODELO

El término levadura engloba a los hongos microscopicos unicelulares. Se considera
que las levaduras fueron los primeros microorganismos “domesticados” por el hombre,
ya que los productos surgidos de su actividad (la fermentacion del pan, cerveza o
vino) han estado presentes en nuestra sociedad desde muy antiguo. La participacion
de estos microorganismos en la mejora de nuestra calidad de vida no se limita a este
aspecto practico, ya que el impacto y contribucién de las levaduras a la ciencia no es
menos notable. Desde que en los afios 50 Herchel Roman se propusiera desarrollar a
Saccharomyces cerevisiae (una levadura de gemacién) como organismo modelo, y de
igual forma Murdoch Mirchison reconociera el innegable potencial de Schizosaccharomyces
pombe (una levadura de fisién) como sistema modelo para estudios de divisién celular
y crecimiento (Mitchison y Nurse, 1985), han sido muchos los avances logrados. Ambas
levaduras comparten una serie de caracteristicas que han hecho de ellas excelentes
organismos modelo. Entre ellas destacan que son organismos de pequefio tamafio que no
requieren demasiado espacio ni condiciones especiales para su cultivo, no son patégenos, y
presentan tiempos de generacién cortos, por lo que se multiplican répidamente. Asimismo
son faciles de manipular en el laboratorio, siendo susceptibles de analisis genético clasico y
molecular. Ademas presentan ciclos sexuales no muy largos. Todo esto, unido al desarrollo
y mejora de las técnicas de manipulacién de estos organismos, asi como la secuenciacion
completa de sus genomas en los afios 1996 para S. cerevisiae (Goffeau et al.,, 1996) y
2002 para S. pombe (Wood et al., 2002), ha confirmado el poderoso potencial de ambas
levaduras como organismos modelo. La contribucion de estos organismos al conocimiento
de diferentes procesos celulares ha sido, y es, de gran relevancia para la comprension de los
mecanismos moleculares de diversas enfermedades humanas tales como el cancer, procesos
neurodegenerativos, enfermedades metabdlicas o distintas enfermedades infecciosas
(Breitenbach et al., 2013; Lasserre et al., 2015; Pfau and Amon, 2012; Popa et al., 2016).
No en vano, los importantes hallazgos obtenidos mediante el uso de ambas levaduras
han sido reconocidos mediante la concesién del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina
a Lee Hartwell y Randy Schekman (por sus respectivos trabajos en S. cerevisiae) y a
Paul Nurse (por sus estudios en S. pombe). No obstante, estas dos levaduras son muy
distintas entre si, ya que divergieron de un ancestro comun hace 330-420 millones de anos
(Sipiczki, 2000). Por ello el estudio de un proceso bioldgico en ambos organismos puede

aportar informacion complementaria que ayude a comprender dicho proceso.

2. LA LEVADURA DE FISION Schizosaccharomyces pombe

Este trabajo se ha realizado con S. pombe, una levadura de fision que fue aislada

en 1893 por Lindner de una variedad de cerveza africana. Precisamente a ello debe su
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nombre, ya que “pombe” significa cerveza en Swahili. Sin embargo, la mayoria de las
estirpes usadas en el laboratorio derivan de una cepa aislada en el sur de Francia en
1921 por A. Osterwalder, procedente de un jugo de uva rancio con grandes cantidades de
sulfuro, y que fue caracterizada genéticamente por Urs Leopold en los anos 40. Este cultivo
contenia, entre otras, células con el tipo sexual h*° (cepa 968), el tipo sexual h- (cepa 972)
y el tipo sexual h* (cepa 975) (Leupold, 1949).

S. pombe pertenece al filo Ascomicycota. Se trata de un organismo haplodiplobionte
cuyo genoma de 13,8 Mb contiene 4.824 genes repartidos en 3 cromosomas: I (5,7 Mb),
IT (4,6 Mb) y III (3,5 Mb).

2.1. El ciclo de vida de S. pombe

Las células de esta levadura en condiciones normales son haploides y presentan
una morfologia cilindrica que se mantiene a lo largo del ciclo celular. Las células al nacer
miden unos 3-4 um de didmetro y 7-8 um de largo; el didametro se mantiene constante y
la longitud aumenta hasta 12-15 ym en el momento de la mitosis. Las células de S. pombe
se dividen por fision, de modo que cuando la célula madre alcanza el tamafio adecuado,
se genera un septo que la divide en dos células hijas, que crecen hasta alcanzar el tamafio
de la célula madre, momento en el que se dividen de nuevo por fisidn (figura 1). Esta fase
del ciclo, en el que las células crecen de manera exponencial, se denomina crecimiento
vegetativo. Estas células haploides pueden ser de dos tipos sexuales complementarios:
M (h) o P (h*).

Meiosis y esporulacion
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FIGURA 1:

Ciclo de vida de S. pombe. Durante el ciclo mitdtico, las células de S. pombe se dividen por fision. Ante
una falta de nutrientes estas células entran en el programa de diferenciacion sexual, en el que las células
de tipos celulares opuestos se fusionan generando un zigoto diploide, que sufre meiosis para generar 4
ascosporas haploides, que germinan cuando se reestablece la concentracion de nutrientes. Adaptacion de
Otsubo et al., 2012.
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Stellp es el factor de transcripcion principal responsable de la transicidon de division
celular a diferenciacion sexual. La expresion de Stellp se encuentra bajo el control de
varias rutas de sefalizacion como son AMPc, TOR, y MAPK, que responden a factores
externos como la disminucién de la cantidad de nutrientes (en especial nitrogeno), estrés,
y feromonas. La activacion de Stellp promueve la parada del ciclo celular en la fase G1,
produciéndose la diferenciacién de las células a “shmoos” (Otsubo y Yamamoto, 2012) que
son células en las que uno de los polos crece generando una proyeccion para facilitar el
contacto con otro shmoo de tipo sexual opuesto. El conjunto de eventos que tienen lugar
desde la diferenciacion sexual hasta la formacion del zigoto se denomina conjugacion.
En S. pombe los zigotos son inestables, de modo que la meiosis ocurre inmediatamente,
dando lugar a un asca que contiene 4 esporas haploides. Las esporas se liberan por
dehiscencia del asca y germinan cuando las condiciones del medio vuelven a ser favorables,
reiniciando asi de nuevo el ciclo (Davey, 1998). Si los zigotos se inoculan en medio rico,
antes de que ocurra la meiosis, pueden iniciar un ciclo mitético diploide. Cuando el medio
se empobrece los diploides esporulan originando un asca azigotica. Las estirpes h* y h-
son heterotadlicas, por lo que necesitan un compafiero de tipo sexual opuesto para poder
conjugar (Gutz, 1967). Existe una estirpe homotalica denominada h*° que es capaz de
conjugar por si sola. La células de esta estirpe pueden cambiar de tipo sexual entre h* y
h- cada dos generaciones, lo que significa que una Unica célula es capaz de originar una
colonia que contiene células h* y h-, que pueden conjugar entre si cuando las condiciones
nutricionales son limitantes (Leupold, 1958). En el presente trabajo se han empleado

estirpes h% para realizar la mayoria de los estudios de conjugacién.

2.2. El proceso de conjugacion en levaduras

La conjugacion comprende una serie de eventos cuyo fin es asegurar la correcta
transmision del material genético, por lo que es un proceso esencial para la supervivencia de
las especies. El microorganismo donde mas se ha estudiado la conjugacion es S. cerevisiae
por ello, aunque este trabajo se ha realizado con S. pombe, se hara referencia a algunos
aspectos del proceso en la levadura de gemacién. En la figura 2 se muestra un esquema
general de los sucesivos pasos que ocurren durante la conjugacion en ambas levaduras. En
S. cerevisiae las células pueden conjugar espontaneamente en medio rico ante la presencia
de células del tipo sexual opuesto, generando diploides estables que esporulan cuando las
condiciones de nutrientes son limitantes (Merlini et al., 2013). Por su parte, en S. pombe
el desarrollo sexual requiere que se den dos circunstancias: un bajo nivel de nutrientes
(en particular de nitrégeno) y la presencia de feromonas. En ausencia de nitrégeno
desciende el nivel de AMPc en la célula, lo que provoca la disociacion de una proteina G
heterotrimérica y que el factor de transcripcion Stellp inicie la transcripcion de varios

genes necesarios para el desarrollo sexual, entre ellos los necesarios para la produccién de
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feromonas (Davey, 1998; Nielsen, 2004; Yamamoto et al., 1997). En S. cerevisiae el factor
de transcripcion responsable de la diferenciacion sexual es Ste12 (Roberts and Fink, 1994).
En ambas levaduras, cada tipo sexual sintetiza una clase de feromona, la cual se trata de
un oligopéptido que se une a su receptor especifico presente en la membrana de las células
del tipo sexual opuesto. Asi, una estirpe h* de S. pombe secreta factor P que se une a su
receptor Mam2p presente en la membrana plasmatica de las células h-; por su parte, estas
células h- segregan factor M, que se une a su receptor Map3 localizado en la membrana
de las células h* (Obara et al., 1991). En S. cerevisiae las células secretan factor a, que
se une a su receptor Ste3, o bien liberan factor a que es el ligando del recetor Ste2 (Elion,
2000). En ambas levaduras la transmision de la sefial se lleva a cabo a través de un mddulo
de MAP quinasas. En S. pombe la unién de la feromona a su receptor promueve que una
segunda proteina G heterotrimérica active la cascada de sefalizacién que permite que el
factor de transcripcion Stellp continle promoviendo la transcripcion de diferentes genes
necesarios para el desarrollo sexual (Merlini et al., 2013). Como consecuencia, se produce
una parada de ciclo en G1, cuyo fin es asegurar que ambas células se encuentren en la fase

del ciclo correcta en el momento de la conjugacion.
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FIGURA 2:

Fases del proceso de conjugacion en levaduras. Representacion de las distintas etapas del proceso. En S. pombe la
falta de nitrogeno activa la conjugacidon cuando estan presentes células de tipos sexuales complementarios. En S. cerevisiae
las células de tipos sexuales opuestos son capaces de conjugar en medio rico formando diploides que no esporulan hasta
que las condiciones de nutrientes son limitantes. En ambos organismos tras el intercambio de feromonas, las células
crecen de manera polarizada hacia el otro shmoo, lo que favorece la fusion y que posteriormente se produzca la cariogamia
y la esporulaciéon. Adaptacion de Merlini et al., 2013.

En este punto las células emiten una proyeccion hacia la fuente de feromona, que es
el companero de tipo sexual opuesto, desarrollandose asi los caracteristicos shmoos. Este
crecimiento polarizado facilita el contacto intercelular, que inicialmente esta mediado por
puentes de hidrégeno y por tanto es reversible (Nielsen, 2004). A continuacion las aglutininas
Mam3p en células h-, y Map4p en h* (Mata y Bahler, 2006; Sharifmoghadam et al., 2006;
Sharifmoghadam y Valdivieso, 2008), que son adhesinas especificas de cada tipo sexual

localizadas en la pared celular, interaccionan entre si reforzando la unién entre las células
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que estan conjugando. En S. cerevisiae las aglutininas son Agal y Sagl en los tipos sexuales
a y a respectivamente (Cappellaro et al., 1991). La interaccion entre las aglutuininas de
los shmoos de tipos sexuales opuestos hace que el contacto entre shmoos sea estable a

partir de este momento, dando lugar a los denominados “prezigotos” (Calleja et al., 1977).

Las levaduras estan rodeadas por una estructura externa a la membrana plasmatica
denominada pared celular, que se ha propuesto que es el equivalente a la matriz extracelular
de los mamiferos. Se trata de un exoesqueleto que permite soportar la presion interna y
que proporciona a la célula una barrera protectora contra condiciones ambientales como
la temperatura y los diferentes cambios osmoticos del medio. Ademas, dota a la célula de
un escudo de proteccion contra el posible ataque de otros microorganismos. Como se ha
mencionado, el contacto entre las aglutininas de la pared celular es un prerequisito para
la formacidn del zigoto. La pared celular de hongos contiene glicoproteinas y polisacaridos
dispuestos en diferentes capas fibrilares. En el caso de S. pombe, estd compuesta
principalmente por a-glucano y B-glucano, y en menor proporcion por galactomanano
(Horisberger y Rouvet-Vauthey, 1985). Por su parte, la pared celular de S. cerevisiae
esta compuesta por B-glucano, quitina y manoproteinas (Fleet, 1991). La pared celular, a
pesar de su rigidez, no es una estructura estatica sino que es altamente dindmica ya que
sufre continuamente procesos de remodelacién. Las enzimas B-glucansintasas (Bgs) en
S. pombe son las encargadas de la sintesis de B-glucano, mientras que las glucanasas son
las responsables de su degradacion. Cuando la unién entre dos shmoos es estable debido a
la accion de las aglutininas, la pared celular que las separa se degrada gracias a la actuacion
de de varias clases de glucanasas que se acumulan en la zona de contacto intercelular
(Dudin et al., 2015). La degradacion de la pared celular permite que las membranas
plasmaticas de los dos shmoos entren en contacto y se fusionen, lo que a su vez permite
la difusidn del contenido citoplasmatico procedente de ambas células (Calleja et al., 1977).
A continuacién tiene lugar la cariogamia generandose un zigoto diploide. Como se ha
comentado anteriormente, en S. pombe los diploides son inestables, de manera que la
meiosis ocurre inmediatamente después de su formacion (Davey, 1998; Nielsen, 2004;
Yamamoto et al., 1997).

3. MUTANTES CON DEFECTOS EN LA FUSION CELULAR DURANTE LA
CONJUGACION

Distintos estudios sobre el proceso de conjugacién han permitido a la caracterizacién
de mutantes con defectos en alguno de los eventos que tienen lugar durante dicho proceso.
Uno de los pasos clave para que la conjugaciéon se desarrolle de forma eficiente es la
fusion de las membranas plasmaticas de los shmoos de tipos sexuales opuestos. Cuando

la fusion celular no consigue completarse de forma correcta, en los cultivos se produce una
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acumulacién de prezigotos que no consiguen desarrollar zigotos ni ascas. Se ha observado
gue mutantes en genes que regulan distintos pasos de la conjugacion acumulan prezigotos
en las mezclas de conjugacién, lo que denota la relacion de dichos genes con la fusidon

celular.

3.1. Mutantes con defectos en la produccién de feromonas

En S. cerevisiae se ha descrito una acumulaciéon de prezigotos en mutantes
que secretan un nivel reducido de feromonas funcionales (Brizzio et al.,, 1996;
Elia and Marsh, 1996), como son las estirpes ax/1/fus5 (defectiva en una proteasa que
procesa el factor a. Chen et al., 1997), ram1/fus8 (defectiva en la farnesiltransferasa del
factor a. He et al.,, 1991) o ste6A (defectiva en el transportador necesario para que el
factor a salga al exterior celular). En todos estos mutantes los prezigotos que se observan
se caracterizan por la existencia de pared celular separando ambos shmoos (figura 3A). No
obstante es posible observar zonas donde la pared celular se ha erosionado parcialmente
(se indica con un asterisco). También se detecta una acumulacion de vesiculas en la zona
de fusion (se marca con una punta de flecha). En algunos de estos mutantes se puede
observar la presencia de invaginaciones de la membrana plasmatica o de la pared celular
(se sefala con flechas) hacia el citoplasma de uno de los shmoos. Dado que las feromonas
son caracteristicas de cada tipo sexual, estos defectos son especificos del tipo sexual, por
esta razén aunque el shmoo de tipo sexual opuesto sea silvestre, no tiene lugar la fusiéon
celular y por tanto se acumulan prezigotos en los cultivos. Estos estudios llevaron a pensar
que la sefal para la fusion de membranas podria propagarse a través de la cascada de
sefializacidén que se activaria tras la union de la feromona a su receptor (Brizzio et al., 1996;
Elia and Marsh, 1996). De hecho, la MAP quinasa Fus3 es necesaria para una fusion celular
eficiente, de manera que en un mutante fus3A se acumulan prezigotos con la pared celular
sin degradar (Elion et al., 1990; Fujimura, 1990).

3.2. Mutantes con defectos en la degradacion de la pared celular

En S. cerevisiae se ha descrito otro grupo de mutantes que se caracterizan porque
el defecto no es tan drastico cuando uno de los parentales es silvestre, lo que indica que
el defecto no depende del tipo sexual. Estas cepas presentan mutaciones en los siguientes

genes:

- FUS1: codifica una proteina transmembrana que se localiza en la punta del shmoo
(Trueheart et al., 1987).

- FUS2: codifica una proteina citopldsmica que se acumula igualmente en la punta del
shmoo (Elion et al., 1995).
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FIGURA 3:
Prezigotos descritos en distintos mutantes que presentan defectos en conjugacion. Micrografias de microscopia
electrdnica de transmision. (A) Fenotipo de los mutantes fus5, fus8 y ste6 de S. cerevisiae. Las flechas sefialan burbujas
de pared celular y membrana plasmatica, la punta de flecha indica acumulacién de vesiculas, y los asteriscos denotan
adelgazamientos de la pared celular. Adaptaciones de Elia et al., 1996 y Brizzio et al., 1996. (B) Fenotipo de los mutantes
fusl, fus2, rvs161 y spa2 de S. cerevisiae. Los asteriscos indican una disposicion mas dispersa y en menor nimero de
las vesiculas que se localizan en la zona de contacto intercelular. Las flechas sefialan invaginaciones de la membrana
plasmatica, y las puntas de flecha la presencia de placas densas a los electrones. Barras de escala 1 um en panel a, y
0,5 um en panel b. Adaptacion de Gammie et al., 1998. (C) Fenotipo del mutante cfr1A de S. pombe. Adaptacion de
Cartagena-Lirola et al., 2006. (D) Esquema de la arquitectura del foco de fusion. En la leyenda se sefialan las distintas
estructuras de actina que se posicionan en la prolongacién de los shmoos. Adaptacion de Dudin et al., 2015.
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- RVS161: codifica una proteina con un dominio BAR (Bin/Amphiphisin/Rvs) que
genera curvatura en la membrana plasmatica (Frost et al., 2009), y que interviene en

la fusion celular y en la endocitosis. Interacciona con Fus2p (Gammie et al., 1998).

- CDC42: su producto es una GTPasa de la familia Rho, necesaria para la respuesta a
feromonas y para definir el sitio de polarizacion del shmoo (Nern and Arkowitz, 2000).
Fus2 es un efector Cdc42p (Ydenberg et al., 2012).

- SPA2: codifica un componente del polarisoma, un complejo multiproteico que
controla el crecimiento polarizado (Sheu et al.,, 1998). Por lo tanto, Spa2p es

necesaria para la polarizacion del shmoo.

Ninguno de estos mutantes es capaz de degradar la pared celular en la zona de
contacto intercelular, aunque si que es posible detectar ciertos adelgazamientos de la
misma (figura 3B). Fus2p, Rvsl161p, y Cdc42p definen una ruta funcional paralela a la
integrada por Fuslp (Gammie et al., 1998; Ydenberg et al., 2012). Los mutantes fusl y
spa2 presentan una menor cantidad de vesiculas de secrecidn (sefialadas con un asterisco
en la figura) en la proximidad de la zona de contacto intercelular respecto a las estirpes
WT, fus2, rvs161 y cdc42; ademas en los mutantes fusl y spa2 estas vesiculas estan
mas dispersas. Por su parte, fus2 y rvs161 y cdc42 presentan unas placas densas a los
electrones (se sefiala en la figura con una punta de flecha ) y diversas invaginaciones de la
membrana plasmatica (se indica con flechas) en las zonas de contacto de los dos shmoos.
Se ha propuesto que la ruta funcional donde actian Fus2p/Rvs161p/Cdc42p pudiera
intervenir en la fusidon de las vesiculas de secreciéon que se sitlan préoximas a la zona de
fusion, participando asi en la secrecion de las enzimas necesarias para la degradacion de la
pared celular. Fuslp y Spa2p intervendrian en la localizacién de dichas vesiculas de manera

polarizada (Gammie et al., 1998; Ydenberg et al., 2012).

En S. pombe el gen cfri* codifica una proteina del aparato de Golgi implicada en
transporte intracelular. Su ausencia conduce a un defecto en conjugacién que se caracteriza
porque la pared celular que separa las células parentales no se degrada (figura 3C), de
modo que también se acumulan prezigotos en las mezclas de conjugacién. Ademas en los
cultivos de este mutante se observan grupos de varias células conjugando simultdneamente,
en lo que parece un fendmeno de polispermia (Cartagena-Lirola et al., 2006), por lo que
Cfrlp podria participar en una sefalizacién que inactivara la diferenciacion sexual una vez

que se ha producido el contacto estable entre los shmoos.

3.3. Mutantes con defectos en el citoesqueleto

El citoesqueleto de actina es esencial para la fusidon de muchos tipos celulares como

osteoclastos, mioblastos y levaduras (Abmayr y Pavlath, 2012). En S. cerevisiae se ha
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corroborado la importancia de la actina en la fusidn celular durante la conjugacion, puesto
que la delecion de algunos genes relacionados con la actina provoca una acumulacion de

prezigotos. Entre estos genes se encuentran

- BNI1: codifica una formina, proteina que induce la polimerizaciéon de mondémeros
de actina (Dorer et al., 1997).

SPA2: como se ha mencionado en el punto anterior, forma parte del polarisoma, e

interacciona con Bnilp (Dorer et al., 1997; Fujiwara et al., 1998).

- TPM1: codifica la tropomiosina, que se une a filamentos de actina incrementando su
estabilidad (Liu y Bretscher, 1992).

- MYOZ2: miosina de tipo V. Esta clase de miosinas transporta cargos deslizandose a

lo largo de los filamentos de actina (Liu and Bretscher, 1992).

Por su parte en S. pombe también se han descrito distintos mutantes defectivos en
procesos relacionados con la actina que presentan defectos en conjugacion. Todos estos
mutantes se caracterizan porque las células son capaces de aglutinarse y de formar las
uniones que estabilizan el prezigoto, pero las paredes celulares de la zona de contacto
intercelular no llegan a degradarse, de modo que se produce una acumulacion de prezigotos.
Las proteinas que codifican estos genes se localizan en la zona de fusidn, y basta con que
estén presentes en uno de los parentales para que la fusion celular tenga lugar. Estos

genes implicados en fusion celular son:

- cdc3*: codifica la profilina, que se une a mondmeros de actina regulando su dindmica

de polimerizacion/despolimerizacion (Petersen et al., 1998b).
- cdc8*: codifica la tropomiosina (Kurahashi et al., 2002).

- fusl*: aunque comparte el mismo nombre que la proteina transmembrana de
S. cerevisiae no se trata de genes homodlogos, ya que en S. pombe codifica una
formina especifica de conjugacion (Petersen et al., 1995) que utiliza actina unida a
profilina (Scott et al., 2011).

- myo51+*ymyo52+: codifican miosinas detipoV (Doyleetal., 2009; Dudin etal., 2015).

Ademas se ha descrito que el tratamiento con latrunculina A (un agente que secuestra
los mondmeros de actina, impidiendo su polimerizacién) provoca una disminucién de la

eficiencia de fusion (Dudin et al., 2015).

También se ha observado que un tratamiento con agentes que desestabilizan los
microtubulos reduce la eficiencia de fusién celular (Petersen et al., 1998a), lo que implica

a estas estructuras en dicho proceso.
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Tanto la formina Fuslp como las miosinas de tipo V son imprescindibles para la
formacion del denominado “foco de fusion”, que es una estructura de actina F (polimérica)
que se acumula en la zona de contacto intercelular. Su formacién tiene lugar antes de la
fusion celular y desaparece cuando la fusién ha tenido lugar. Esta estructura se genera de
manera independiente del anillo contractil de actina que se forma durante la citocinesis y
de los parches y los cables de actina, todas ellas estructuras nucleadas por otras forminas
diferentes (Cdc12 y For3). El foco de fusién se organiza en forma de aster, en el que
los extremos de los cortos filamentos de actina se disponen altamente focalizados muy
proximos a la membrana (figura 3D) (Dudin et al., 2015). Por lo tanto, en la punta de
los shmoos aparecen tres estructuras de actina distintas: los cables (necesarios para la
secrecion), los parches (necesarios para la endocitosis), y el foco de fusion (especifico de
la conjugacién) que permite la concentracidn polarizada de las vesiculas de secrecién que

transportan las enzimas que degradan la pared celular.

Una serie de analisis genéticos y citoldgicos demostraron que los genes cfr1+y fusi+*
de S. pombe no estan relacionados funcionalmente, por lo que Cfrlp regula la conjugacion
a través de una ruta independiente de Fuslp (Cartagena-Lirola et al., 2006). Este dato
puso de manifiesto la existencia de varias rutas funcionales implicadas en la fusion celular

en S. pombe.

3.4. Mutantes con defectos en la fusion de membranas

Con respecto a la maquinaria involucrada directamente en la fusion de las membranas
durante la conjugacién en levaduras, existen varias familias de proteinas conservadas
que estan relacionadas con dicho proceso. En S. cerevisiae el gen PRM1 (Pheromone
Regulated Membrane protein) codifica una proteina con 5 dominios transmembrana que se
localiza en la zona de contacto intercelular. La ausencia de Prm1p provoca un descenso de
aproximadamente el 50% en la eficiencia de fusidn celular, generando una acumulacion de
prezigotos en los que las paredes celulares se degradan, pero las membranas de los dos
shmoos permanecen en contacto sin llegar a fusionare (figura 4A). A veces se observan
protrusiones en las que parte del citoplasma de una célula invade el de la otra, que se han
denominado “burbujas”, “ampollas” o “dedos”, segun los autores. (Heiman y Walter, 2000;
Olmo y Grote, 2010b). El hecho de que en el mutante prm1A las membranas queden
proximas, pero no lleguen a fusionarse sugiere que Prmilp pudiera actuar como una
fusasa, que son las proteinas que promueven la fusion de membranas (ver mas adelante).
Sin embargo, sus caracteristicas estructurales (Prm1p carece de estructuras coiled-coil y
tiene mas de un dominio transmembrana) hacen que no se sepa con seguridad si Prm1p
es un auténtico facilitador de la fusién de las membranas, o es un regulador del proceso.

Ademas, Prm1p es necesaria para prevenir la lisis dependiente de contacto en zigotos, lo
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dnilA

FIGURA 4:

Prezigotos de mutantes con
defectos en fusién celular
durante la  conjugacion.
Micrografias de microscopia
electrénica de  transmision.
(A) Fenotipo del mutante prm1A
de S. cerevisiae. En el panel a
se muestra la amplificacion de
las membranas plasmaticas de
ambos shmoos en la zona de
contacto intercelular. Adaptacion
de Heiman et al., 2000. El panel
b corresponde a una fotografia
de microscopia electrénica en
la que cada shmoo expresa o
una forma soluble de GFP o
de RFP. La flecha sefiala una
burbuja. Barra de escala 2 pm.
Adaptacion de Jin et al., 2004.

(B) Prezigotos del mutante kex2A. Adaptacion de Heiman et al., 2007. (C) Fenotipo de la estirpe kex2A prmlA de
S. cerevisiae. Adaptacion de Heiman et al., 2007. (D) Prezigoto del mutante erg6A de S. cerevisiae. La amplificacion muestra

las membranas plasmaticas de los dos shmoos, y los asteriscos indican existencia de pared celular. Barra de escala 2 pm.

Adaptacion de Jin et al., 2008. (E) Prezigotos del mutante prm1A de N. crassa. La flecha sefiala las membranas plasmaticas

de los dos parentales. Barra de escala 0,5 pm. Adaptacion de Fleissner et al., 2009. (F) Prezigoto del mutante fig1A de S.

cerevisiae. Se muestran distintas amplificaciones de la zona de contacto intercelular. Adaptacion de Aguilar et al., 2007.

(G) Prezigotos del mutante dni1A de S. pombe. La membrana plasmatica se indica como “mb”, la pared celular como “cw”, y

el citoplasma como “cyt”. Adaptacion de Clemente-Ramos et al., 2009.

que ha llevado a pensar que quiza esta proteina pudiera actuar estabilizando el poro de

fusion, es decir el poro inicial que se forma en la membrana plasmatica en el momento

de la fusidn celular (Jin et al., 2004). El defecto en conjugacion del mutante prmiA se

corrige al afiadir Ca2* al medio (Aguilar et al., 2007). La proteina Prm1 forma homodimeros
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mediante la formacién de puentes disulfuro en los que estan implicadas la cisteina en la
posicion aminoacidica 120 (en el primer lazo extracelular) de una molécula y la cisteina
en la posicién 545 (segundo lazo extracelular) de la otra molécula. Estas cisteinas, y por
lo tanto la formacion de los dimeros, son necesarias para la funcionalidad de la proteina
(Engel et al., 2010; Olmo y Grote, 2010a).

KEX2 codifica una proteasa del aparato de Golgi y su delecion también provoca
una ligera acumulacidon de prezigotos que se caracterizan porque la parad celular no logra
degradarse (figura 4B). La mayoria de estos prezigotos presentan una serie de burbujas
en la zona de contacto intercelular rodeadas de membrana y sin contacto aparente
con el citoplasma, aunque su interior muestra una apariencia similar a la del citosol. Al
combinar la delecién de KEX2 con la de PRM1, el defecto en fusidon se ve incrementado
con respecto al que muestran los mutantes simples. Los prezigotos que se acumulan en
esta estirpe contienen burbujas rodeadas de membrana plasmatica cuyo interior muestra
una textura muy diferente a la del citoplasma, como si estuvieran vacias (figura 4C)
(Heiman et al., 2007). Por otro lado, un defecto en la sintesis de ergosterol también agrava
el defecto de prm1i4, y no se debe a una deslocalizacion de Prm1p. Los prezigotos que
se acumulan en un mutuante ergbA presentan un fenotipo similar al de prm1A, donde las
membranas se disponen intimamente unidas en la zona de contacto intercelular pero sin
llegar a fusionarse (figura 4D). También se detecta la aparicion de protrusiones de una
célula dentro de su compafiera en cuya base se aprecian fragmentos de pared celular,
dispuestos perpendicularmente respecto a la pared celular que separa ambos shmoos (en
la figura se indica con asteriscos). Este resultado sugiere que pudiera tratarse de pared
celular de nueva sintesis, como consecuencia de la falta de progresion de la fusion. Este

tipo de formaciones también se ha observado en prezigotos prmi1A (Jin et al., 2008).

La proteina homadloga a Prm1p en el hongo filamentoso Neurospora crassa se localiza
en la zona de contacto intercelular y es necesaria para la fusidn celular, tanto en células
de tipos sexuales opuestos durante la fertilizacidon, como entre células idénticas durante
el crecimiento vegetativo. El fenotipo causado por la eliminacion de Prmi1p es similar al
del mutante prm1A de S. cerevisiae, puesto que la fusidon disminuye un 50%, las paredes
celulares desaparecen pero las membranas quedan yuxtapuestas sin llegar a fusionarse,
y en algunos zigotos se observan protrusiones de una célula sobre otra (figura 4E).
Ademas la adicion de Ca?* al medio de cultivo revierte el defecto (Fleissner et al., 2009).
En N. crassa se ha descrito una proteina, denominada Lfd-1, que contiene un dominio
transmembrana y es necesaria para la fusidn celular. Se localiza en el reticulo endoplasmico
(RE) y en el aparato de Golgi. Su homdéloga en S. cerevisiae es Rsb1lp que es una proteina
transmembrana que se cree que funciona como un transportador de esfingolipidos de
cadena larga. Aunque la delecién de LFD-1 provoca un fenotipo similar al de la delecién de

PRM1, ambos genes actlan en diferentes rutas funcionales (Palma-Guerrero et al., 2014).
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Otra proteina necesaria para la fusion de membranas en N. crassa es Lfd-2, que también
contiene un dominio transmembrana y se localiza en el RE y en el aparato de Golgi. La cepa
que carece de Lfd-2 presenta un defecto en conjugacién y una lisis dependiente de Ca?*

similar a la de los mutantes /fd-1 (Palma-Guerrero et al., 2015).

Existen varios mecanismos de reparacion de membranas dependientes de Ca?*
en los que interviene un sensor de este ion divalente denominado sinaptotagmina. La
sinaptotagmina esta conservada en diferentes especies, desde mamiferos a plantas, e
interviene en un mecanismo de reparacién basado en exocitosis mediante su interaccion
con proteinas SNARE, proteinas transmembrana responsables de la fusién de vesiculas
(Cheng et al., 2015). Tanto en S. cerevisiae como en N. crassa la lisis dependiente de Ca?*
se produce como consecuencia de una fusion ineficiente de las membranas, y la sefializacion
tiene lugar a través de Tcb3p o Sytlp, los homdlogos de la sinaptotagmina en S. cerevisiae

y N. crassa respectivamente (Aguilar et al., 2007; Palma-Guerrero et al., 2014).

En S. cerevisiae se produce un Unico momento durante la conjugacion en el que
las células toman calcio del exterior, coincidiendo con la polarizacion celular. Existen dos
sistemas de toma de calcio en respuesta a feromonas (Muller et al., 2001). El sistema
HACS (de High Affinity Calcium System) tiene una afinidad alta por el Ca?*, funciona en
medio minimo y requiere la presencia de los canales Midl y Cchl. El sistema LACS (de
baja afinidad) funciona en medio rico y requiere la presencia de proteinas implicadas en
polaridad y de una proteina con cuatro dominios transmembrana denominada Figlp. Los
mutantes carentes del gen FIG1 muestran un defecto en la toma de Ca?* en respuesta a
feromonas (Muller et al.,, 2001) y ademas presentan un defecto en la fusidn celular. En
ausencia de FIG1 se produce una acumulacidon de prezigotos en los que se ha digerido
la pared celular y las membranas aparecen muy proximas pero sin llegar a fusionarse
(figura 4F) (Aguilar et al., 2007; Muller et al., 2003), lo que relaciona ambos procesos.
Ademas, Figlp y la toma de calcio son necesarios para que los shmoos no se lisen durante
el crecimiento polarizado que ocurre en presencia de las feromonas. Por otro lado, Prm1p
y Figlp colaboran para mediar la fusion de las membranas y para evitar la lisis celular

durante la fusidn de las células parentales (Aguilar et al., 2007; Jin et al., 2004).

La funcion de Figlp como canal de Ca?* de baja afinidad aparece conservada en
varios hongos filamentosos. En N. crassa Figlp también es necesaria para la fusion de
membranas y para evitar la lisis dependiente de Ca?* (Palma-Guerrero et al., 2015). Ademas
interviene en el desarrollo sexual, ya que en su ausencia se originan cuerpos fructiferos
defectuosos (Cavinder y Trail, 2012). En Candida albicans Figlp media el tigmotropismo,
que es la capacidad de producir respuesta de crecimiento en relacidn a cambios en la
topologia del sustrato, caracteristica relacionada con la patogenicidad. Se localiza en la
zona de fusién (Brand et al., 2007), pero no se ha descrito su implicacion en dicho proceso.

En Fusarium gramineum la falta de Figlp durante el crecimiento vegetativo provoca
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una homeostasis defectuosa del Ca?* y un descenso en la tasa de crecimiento que no se
reestablece con la adicion de Ca?*. También interviene en el desarrollo sexual (Cavinder y
Trail, 2012). En Aspergillus nidulans la delecion de FIGA provoca un retraso en el crecimiento
hifal que se revierte con la adicién de Ca?*. Asimismo FiglAp es necesaria para el correcto

desarrollo sexual y asexual, y se localiza en los sitios de septacién (Zhang et al., 2013).

La familia de proteinas Figl pertenece a la superfamilia PMP22/EMP/MP20/Claudina
(pfam00822) (Zhang et al., 2006). Aunque los miembros fungicos muestran una escasa
identidad de secuencia con los ortdlogos de mamiferos, presentan una topologia y una
estructura secundaria similar: todos contienen 4 dominios transmembrana, con los extremos
N y C intracelulares, y en el primer lazo extracelular presentan la secuencia conservada
GODGxC(8-10aa)C donde ®=F,L,M (Cavinder y Trail, 2012). Esta secuencia es similar a
la secuencia consenso de las claudinas de metazoos GLWxxC(8-10aa)C. Por otro lado, la
familia de proteinas Sur7 también muestra la misma topologia y una secuencia consenso
equivalente a las anteriores: WxxW/YxxC(7-10aa)C. Se ha descrito que las proteinas de
la familia Sur7 se organizan en microdominios extremadamente estables dentro de la
membrana, de manera que intervienen en la organizacion de los eisosomas; los eisosomas
son complejos proteicos asociados a la cara citosdlica de la membrana plasmatica en
puntos estaticos que participan en la regulacién de la endocitosis. En S. cerevisiae estas
proteinas estan relacionadas con la esporulacién y la cantidad de esfingolipidos en las
membranas (Young et al., 2002). En C. albicans Sur7p es necesaria para una sintesis de
pared celular correcta y para que las septinas (proteinas que mantienen la polaridad celular
concentrando proteinas de membrana y parches de actina), se dispongan correctamente
formado un anillo en la zona del cuello entre la célula madre y la hija (Alvarez et al., 2009;
Alvarez et al., 2008). Recientemente también se ha relacionado a Sur7p de C. albicans con

la distribucidon de fosfoinositidos en la membrana plasmatica (Wang et al., 2016).

En S. pombe el gen dnil* codifica una proteina que presenta un 21% de identidad y
un 48% de similitud con la proteina Figl de S. cerevisiae (Clemente-Ramos et al., 2009).
El mutante dnilA se caracteriza por presentar una acumulacion de prezigotos (figura 4G)
en los que se intuyen regiones donde las membranas plasmaticas de los dos shmoos
aparecen intimamente asociadas poro sin llegar a fusionarse (panel a). También son
frecuentes diversas desorganizaciones de la membrana plasmatica en la zona de contacto
intercelular (panel b) e incluso la aparicién de protrusiones de una célula sobre la otra. A
veces la pared celular no llegar a degradarse completamente. Por otro lado, el gen dni2*
muestra un 23% de identidad con dnil*, y se ha descrito que los mutantes dnilA, dni2A
y dnilA dni2A presentan fenotipos similares. Adicionalmente distintos estudios genéticos
han demostrado que los genes dnil*, dni2* y fusl* actlan en la misma ruta funcional,

aunque no se sabe como se relacionan funcionalmente entre si. Dnilp se detecta en la
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punta de los shmoos y su correcta localizacién depende de la actina, puesto que en un
mutante fus1A o en un silvestre tratado con Latrunculina A, Dnilp no aparece concentrado
en la punta del shmoo, a pesar de permanecer polarizada en la prolongacion del mismo.
Sin embargo, Fuslp si que se localiza correctamente cuando Dnilp estd ausente. Dnilp
también deja de estar concentrado cuando los shmoos se tratan con el complejo filipina
(compuesto que interfiere con los esteroles de la membrana). Las proteinas Dnilp y Dni2p
de S. pombe presentan un motivo conservado similar al de las claudinas, e idéntico al de
la familia Figl (Clemente-Ramos et al., 2009). Aunque en S. cerevisiae Figlp es necesaria
para la toma de Ca?* (Muller et al., 2001), esta funcion no parece estar conservada en la
homodloga de S. pombe, ya que la falta de Ca?* no reduce la eficiencia de esporulacién de
dnilA. No obstante, la adicién de Ca?* en altas cantidades rescata parcialmente el defecto

en esporulacién de dnilA (Clemente-Ramos et al., 2009).

En genoma de S. pombe contiene un gen correspondiente a la ORF SPAP7G5.03
que codifica una proteina con un 24% de identidad y un 44% de similitud con la proteina
Prm1p de S. cerevisiae. Sin embargo, en el momento de iniciar este trabajo no se habia
demostrado la implicacion de la proteina que codifica prm1* durante la fusidén celular en

S. pombe.

La conjugacion en levaduras, por lo tanto, es un proceso complejo que implica la
participacion de muchas proteinas cuyas funciones son necesarias para la reorganizacion del
citoesqueleto, la degradacion de la pared celular y la fusion de las membranas plasmaticas.
Los mecanismos moleculares que subyacen este proceso resultan muy interesantes ya que
mecanismos similares podrian participar en otros procesos de desarrollo en organismos

multicelulares.

4. LA MEMBRANA PLASMATICA
4.1 Organizacion de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica constituye la barrera de la vida, ya que es la estructura
que rodea a las células y les confiere individualidad al separarlas de su entorno. Todas las
membranas bioldgicas estdn compuestas por una bicapa de fosfolipidos que se mueven en
el plano lateral. En esta bicapa lipidica se intercalan proteinas que se pueden desplazar a
través de ella mediante movimientos laterales o de rotacién. Por lo tanto, se trata de una
estructura dinamica y no homogénea en la que sus componentes se encuentran en continuo
movimiento. Las bases de este modelo de organizacién para la membrana plasmatica, que
se denomind “Modelo del mosaico fluido”, se sentaron en 1972 (Singer y Nicolson, 1972)

y a dia de hoy, aunque se han introducido algunas modificaciones, siguen vigentes. Los
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fosfolipidos constituyen los lipidos mas abundantes de la membrana. El caracter anfipatico
de estos fosfolipidos determina la estructura de las membranas bioldgicas: los lipidos
de ambas caras orientan sus colas alifaticas apolares hacia el centro de la membrana
quedando aislados del medio acuoso por dos laminas formadas por las cabezas hidrofilicas.
Las proteinas presentes en las membranas interaccionan con los lipidos principalmente
a través de fuerzas hidrofdébicas, y en menor medida por fuerzas hidrofilicas (entre las
cabezas polares de los fosfolipidos y los grupos polares de las proteinas) (Nicolson, 2013).
Existen distintas clases de proteinas que forman parte de las membranas bioldgicas
(Singer y Nicolson, 1972):

- Proteinas integrales o intrinsecas: atraviesan la membrana una o varias veces y se
unen a la misma por interacciones hidrofébicas. Son importantes para la microestructura
basica de la membrana.

- Proteinas periféricas o extrinsecas: unidas a la membrana de manera mas débil
por interacciones electrostaticas en las zonas hidrofilicas. Son importantes para promover
actividades enzimaticas, sitios de anclaje de otras proteinas, actuar como andamio o

preservar la curvatura (Nicolson, 2013).

- Proteinas asociadas: realmente no son proteinas de membrana en si, ya que
no forman parte de su microestructura ya que su unién a la membrana es reversible. Se
trata de proteinas del citoesqueleto o de sefalizacion situadas en la monocapa interna,
y glicoproteinas en la monocapa externa. Podrian estabilizar la membrana e inmovilizar
componentes en la matriz o en el citoesqueleto, donde actiian como estructuras de adhesion

0 puntos de movilidad (Nicolson, 1976).

A pesar de la alta movilidad de los elementos que componen las membranas
bioldgicas, éstos deben estar perfectamente acoplados para evitar restricciones energéticas.
Por ello lipidos y proteinas no se disponen al azar, sino que necesitan ajustarse mediante un
emparejamiento hidrofébico que sea estable desde el punto de vista energético, de manera

que cada proteina se rodea de determinados lipidos y viceversa (Bagatolli et al., 2010).

Las membranas bioldgicas presentan una elevada variabilidad en su composicion
lipidica entre diferentes organulos, y también entre diferentes tipos celulares
(Pomorski et al., 2001). En las células existen cientos de lipidos diferentes y casi todos
son constituyentes de membranas. Se ha postulado que la composicién lipidica podria
intervenir en la funcidn, estructura, topologia y/o dinamica de la membrana plasmatica
(Nicolson, 2013). La deformacién eldstica de la membrana y la curvatura de la misma
también dependen de su composicion lipidica. Existen lipidos que proporcionan curvatura
positiva (como el fosfoinositol-4,5-bisfostato) y otros que generan curvatura negativa
(diacilglicerol, acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina, ergosterol, entre otros) por lo que

estos son fundamentales para el mantenimiento de la forma de la membrana, que a su
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vez puede ser importante en procesos de fusidn, fision y otras interacciones membrana-
membrana (Karunakaran et al., 2012; Teissier and Pecheur, 2007). Por otro lado existen
elementos, como los dominios BAR que generan curvatura, que modulan la deformacion,
curvatura y el estado de compresion-expansion de la membrana. También existen
elementos, como las cubiertas de las vesiculas, que al insertarse en la membrana sufren
cambios conformacionales que les permiten actuar a modo de cufia dentro de la membrana,

deformandola y generando curvatura (Antonny, 2006).

La estructura de bicapa impone una elevada barrera energética al movimiento
transmembrana de lipidos, por lo que la translocacién espontanea de lipidos entre ambas
caras es extremadamente infrecuente, lo que favorece el mantenimiento de la asimetria.
La hemimembrana interna estd enriquecida en fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y
fosfoinositidos, mientras que la hemimembrana externa lo esta en fosfatidilcolina y en
esfingolipidos; y estos ultimos aumentan la afinidad de los esteroles por la monocapa
interna. La modificacién de esta asimetria esta asociada a actividades celulares como
adhesion, aglutinacién, apoptosis, reconocimiento por células fagociticas, asi como a
procesos patologicos (Daleke, 2003). Para el mantenimiento de esta asimetria existen
transportadores especificos de lipidos, dependientes de ATP que se denominan “flipasas”
(promueven el transporte del lipido hacia la cara citoplasmica de la membrana), “flopasas”
(haciala cara extracelular) y “scramblasas” (transporte bidireccional) (Pomorskietal., 2001).
La asimetria de la membrana juega un papel importante en diversas funciones como
son el transporte de nutrientes, la endocitosis, la sefalizacion celular o la citocinesis
(Sartorel et al., 2014).

4.2. Compartimentalizacion de la membrana

Los lipidos y proteinas no se distribuyen al azar en el seno de la membrana
plasmatica, ya que son incapaces de difundir libremente en el plano de la misma. Como
consecuencia en la membrana se crean microdominios, que son regiones enriquecidas en
un tipo particular de lipidos y/o proteinas, y que por tanto poseen caracteristicas fisicas
distintas a las de las zonas contiguas de la membrana (Anderson and Jacobson, 2002).

Algunos de los microdominios mas estudiados son:

- Balsas lipidicas (lipid rafts): agrupaciones de esfingolipidos y colesterol
gque se asocian a proteinas especificas, como aquellas unidas covalentemente a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), formando una fase muy ordenada. Intervienen en transduccién
de sefales y trafico de membranas. Estos microdominios son muy dindmicos, presentando
una vida muy breve, pero se pueden agrupar formando agregados de mayor tamafio
generando asi plataformas mas estables (Simons and Ikonen, 1997). En S. pombe, estos
microdominios estan compuestos por esfingolipidos y ergosterol y se sitlian en los sitios de

crecimiento polarizado de la célula (Wachtler et al., 2003).
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- Microdominios ricos en tetraspaninas (TEM, tetraspanin enriched
microdomain): se trata de una familia de proteinas que comparten una estructura con
4 dominios transmembrana, con los extremos N y C terminales dispuesto hacia el interior
celular, y en las que el segundo lazo extracelular tiene una mayor longitud que el primero.
Las tetraspaninas forman homo-oligdmeros que interaccionan con otras proteinas de
membrana. En funcidn de las proteinas que las acomparien, intervienen en procesos de
adhesion celular y sefializacién (Hemler, 2005). Las tetraspaninas aparecen en vertebrados,
plantas y en algunos organismos inferiores como Caenorhabditis elegans y Drosophila

melanogaster, pero aun no se han encontrado en levaduras (Yanez-Mo et al., 2009).

- Caveolas: invaginaciones de la membrana plasmatica de células epiteliales
recubiertas de Caveolina-1 y con un alto contenido en colesterol. Tienen funciones
en endocitosis y funcionan como reservorios de colesterol y como mecanosensores
(Parton y Simons, 2007). Aunque en levaduras no se han encontrado, podrian estar
relacionadas con los denominados MCC (Membrane compartment containing Canlp) que se
organizan como surcos en la membrana plasmatica y estan enriquecidos en la proteina Canilp

(arginina permeasa) y en esteroles (Olivera-Couto y Aguilar, 2012; Ziolkowska et al., 2012).

Por otro lado, existen nanodominios (de dimensiones mucho mas pequefias que los
microdominios) que se forman por asociacion pasiva de lipidos y/o proteinas con estructura,
hidrofobicidad y/o carga compatible. Los nanodominios pueden fusionarse entre si para
crear unidades mayores, que se establecen como plataformas con funciones especificas
(Garcia-Parajo et al., 2014). La capacidad de las proteinas para oligomerizar es suficiente

para generar nanodominios en la membrana plasmatica (Sieber et al., 2007).

Ademas de en tamafio, estos dominios especializados de la membrana plasmatica
pueden diferir en su estabilidad, existiendo dominios muy dinamicos (con una vida media
de 60-120 segundos) o ser estaticos y perdurar durante periodos prolongados de tiempo
(Qlivera-Couto and Aguilar, 2012).

La formacion de dominios en la membrana plasmatica en mamiferos y levaduras es
similar (Ziolkowska et al., 2012). Los mecanismos mediante los cuales se compartimentaliza

la membrana, y por tanto permiten la generacién de microdominios, son muy diversos:

1. Mecanismos dependientes de energia:

- Exocitosis y endocitosis focalizada: la secrecion focalizada hace que la membrana
se enriquezca en determinados lipidos y proteinas. Estos lipidos y proteinas difunden de
manera lateral a lo largo de la membrana, hasta llegar a una zona de endocitosis que
se dispone alrededor de la zona de secrecion y devuelve los lipidos al interior celular
en la membrana de las vesiculas endociticas. De esta manera la endocitosis constituye
una barrera que impide que esos lipidos y/o proteinas difundan al resto de la membrana
(Trimble and Grinstein, 2015) (figura 5A).
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- Proteinas motoras asociadas a actina y tubulina: algunas isoformas de miosina
(proteina motora asociada a actina) interaccionan directamente con la cara interna de la

membrana plasmatica. Por otro lado, los microtibulos a veces se disponen muy proximos a la

19



20

Introduccién

membrana, por lo que la dineina y/o kinesina (proteinas motoras asociadas a microtubulos)
pueden impulsar componentes de la membrana, incluidas proteinas transmembrana, para
que se acumulen en una determinada region. Un claro ejemplo ocurre en cilios y flagelos
(Qin et al., 2004) (figura 5B).

- Enzimas de sintesis o degradacién de lipidos: las quinasas o fosfatasas que
modifican fosfoinositidos, convirtiéndolos en otras especies, permiten que se generen zonas

enriquecidas en el producto resultante de la reaccion que catalizan (Viaud et al., 2016)
(figura 5C).

2. Barreras fisicas:

- Citoesqueleto de actina: existen proteinas transmembrana que se unen al
citoesqueleto de actina que discurre por debajo de la membrana, creando una especia
de corralito que impide que otras proteinas transmembrana puedan salir de esa region
(Fujiwara et al., 2002) (figura 5D).

- Uniones membrana-membrana: las uniones estrechas o uniones ocluyentes
(tight junction o zonula occludens) y las uniones adherentes (adherent junction) crean
contactos estables entre las membranas de dos células adyacentes, los cuales concentran o
inmovilizan proteinas de membrana (van Meer y Simons, 1988; Gulino-Debrac, 2013) (ver
mas adelante). La misma situacion se produce en las zonas de contacto de la membrana
plasmatica con la de los organulos intracelulares (Lahiri et al., 2015) (figura 5E). Ademas,
en estas zonas de contacto entre diferentes organulos se localizan proteinas transportadoras
que permiten el intercambio de lipidos de una membrana a la otra, provocando asi un

enriguecimiento en una especie determinada (Lahiri et al., 2015) (figura 5F).

- Uniones membrana-matriz extracelular: las integrinas y otros receptores se unen a

la matriz extracelular; si estas proteinas se acumulan en una zona de la membrana pueden
impedir la difusion de otras proteinas que tengan mayor movilidad (Paszek et al., 2014)
(figura 5G).

- Agrupaciones intramembranosas: los propios nano y microdominios pueden
dificultar el movimiento de otros componentes de la membrana con una velocidad de

difusién mas rapida (Trimble y Grinstein, 2015) (figura 51).

3. Agrupaciones especificas

- Impedimentos electrostaticos: los lipidos o proteinas se atraen si presentan
cargas opuestas y se repelen cuando las cargas son similares. Por tanto, la presencia de

componentes cargados podria inmovilizar proteinas con carga. Ademas, muchas proteinas
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contienen aminoacidos basicos hidrofilicos que facilitan que la proteina se rodee de lipidos
cargados negativamente, creando asi un anillo de carga negativa alrededor de esa proteina
(McLaughlin and Murray, 2005) (figura 51).

- Interacciones estereoespecificas: las proteinas o lipidos se reconocen a través de
interacciones que requieren un plegamiento terciario particular. Algunos ejemplos son los
dominios PH presentes en algunas proteinas que se unen a fosfolipidos (Lemmon, 2008), o

los dominios SH2 que se unen a fosfotirosina (Pawson, 2004) (figuras 51 y 5J).

- Interacciones hidrofébicas: determinadas proteinas presentan preferencia por

dominios ricos en esteroles (Zajchowski y Robbins, 2002) (figura 5K).

- Curvatura: las cabezas polares de los lipidos que constituyen la monocapa concava
de la membrana se deben situar muy préoximos entre si, lo que genera un empaquetamiento
que estaria alterando la difusion. Por otro lado, los lipidos que se localizan en la monocapa
convexa se disponen mucho mas distendidos, por lo que el nlcleo hidroféobico se encuentra
mas expuesto y se promueve la union de proteinas con residuos hidrofobicos expuestos.
Asimismo, los dominios BAR se asocian a regiones con elevada curvatura, de manera que
el ensamblaje de muchas proteinas con este tipo de dominios podria generar barreras de
difusion (Trimble y Grinstein, 2015) (figura 5L).

- Grosor de la membrana: estd condicionado por la longitud de los acidos grasos de
los fosfolipidos que la integran. Regiones con una longitud corta constituyen un ambiente
desfavorable para la insercion de proteinas y lipidos con mayor longitud, ya que las moléculas
tratan de minimizar la exposicién de sus grupos hidrofébicos (Bigay y Antonny, 2012)
(figura 5M).

4.3. Las claudinas

Como se ha mencionado en el punto anterior, las uniones estrechas representan un
mecanismo especial que permite la compartimentalizacion de la membrana plasmatica.
Estas estructuras son caracteristicas de epitelios y endotelios. La membrana plasmatica
de las células epiteliales presenta una composicion de lipidos y proteinas diferente en
las caras apical y basolateral, siendo esta caracteristica la responsable de su polaridad
(Simons y Fuller, 1985). El mantenimiento de esta diferencia en la distribucién de
lipidos y proteinas se atribuye a la existencia de una barrera que impide la difusién
lateral en la membrana plasmatica. Las uniones estrechas constituyen dicha barrera
al estar compuestas por un complejo multiproteico que forma contactos intercelulares
y que limita la permeabilidad paracelular (Trimble y Grinstein, 2015) (figura 6A). Sin
embargo, esta barrera parece estar limitada a la cara externa de la membrana, ya

que los lipidos de la cara interna si que son capaces de difundir libremente por toda la
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membrana (Dragsten et al., 1981). Una hipédtesis alternativa que se ha propuesto es que la
hemimembrana externa entre dos células epiteliales permanece en estado de hemifusion,
en el que Unicamente se mezclan las capas externas de dos membranas adyacentes (ver
seccion 4.1.); este estado de hemifusidon seria responsable de frenar la difusién en la
monocapa externa (Kachar y Reese, 1982) (figura 6B). Existen trabajos en los que se ha
demostrado la difusién de sondas lipidicas desde una célula a la adyacente, lo que estaria
de acuerdo con el estado de hemifusion (Grebenkamper y Galla, 1994; Laffafian y Hallett,
2007). Sin embargo, también se ha postulado la incapacidad de otros lipidos de pasar
de una célula a otra (van Meer et al., 1986). Dada esta discrepancia, se ha propuesto un
modelo hibrido en el que la barrera de difusidén proporcionada por las uniones estrechas

esta mediada tanto por lipidos como por proteinas (Lee et al., 2008).

A FIGURA 6:
Uniones estrechas como barreras de difusiéon en la
L m i « membrana plasmatica. (A) Unién estrecha en células
% O epiteliales. En la amplificacion se muestra que esta
A estructura impide el paso de lipidos desde la membrana
i apical (marcados en verde) a la basolateral (en rojo), y
‘:r h viceversa. Los lipidos presentes en la hemimembrana
o Unién interna (amarillo) son capaces de difundir entre ambas
N estrecha regiones. (B) Diferentes modelos que explican la

Membrana apical el

S e propiedad de barrera de las uniones estrechas. En el
modelo proteico, son proteinas transmembrana quienes
ejercen la restriccion, mientras que en el modelo lipidico,
es una consecuencia del establecimiento de un estado

de hemifusiéon, en el que las monocapas externas se

Membrana basolateral . , . o
fusionan pero no asi las internas. En el modelo hibrido,

las proteinas organizan los lipidos para que se genere el
estado de hemifusion. Las proteinas a su vez formarian un
poro que permitiria el paso de pequefias moléculas (ruta
restrictiva), y el estado de hemifusion daria lugar a micelas
invertidas que permitirian el paso de macromoléculas
(ruta no restrictiva). Adaptaciones de Tsukita et al., 2001;
Trimble et al., 2015; y Lingaraju et al., 2015.
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Ademas de la funcibn como barrera de difusidon, las uniones estrechas actian
controlando la permeabilidad selectiva a través del espacio paracelular (entre dos células)
determinando asi las propiedades de permeabilidad del epitelio o endotelio que las contiene
(Findley y Koval, 2009). Las uniones estrechas constituyen aposiciones de membrana
entre dos células adyacentes y contienen varias clases de proteinas transmembrana como
ocludinas, tricelulinas y claudinas, con 4 dominios transmembrana, o JAMs (Junctional
Adhesion Molecules) con un paso transmembrana, asi como proteinas de membrana

periféricas como las ZO (Zonula Occludens) (Mitic et al., 2000).

Las claudinas se descubrieron en 1998 (Furuse et al., 1998) y constituyen
el componente mayoritario de las uniones estrechas (Morita et al., 1999). Pertenecen
a la superfamilia de proteinas tetraspan PMP22/EMP/MP20/claudinas (pfam0082)
(Van Itallie y Anderson, 2006). Las claudinas conforman una familia multigénica: en
mamiferos se han descrito 27 (aunque no todas aparecen en todas las especies) y son
especificas de tejido. Parece que se han originado por duplicacion génica: algunas se
sitlan en el mismo cromosoma separadas por pocos pares de bases y son muy similares
en su secuencia y en el ordenamiento intron/exén (Lal-Nag y Morin, 2009). Todas ellas
tienen un peso molecular entre 22-24 KDa (pudiendo llegar hasta 34 KDa), poseen 4
hélices transmembrana y presentan los extremos N y C terminales orientados hacia el
interior celular (Krause et al., 2008). En la mayoria de las claudinas se repiten una serie de
caracteristicas estructurales (figura 7):

- El extremo N-terminal es corto, de unos 4-5 residuos.

- El primer lazo extracelular estd compuesto por unos 60 residuos y contiene una
secuencia consenso conservada en las claudinas. Dentro de esta secuencia conservada
aparecen dos cisteinas que podrian formar un puente disulfuro intramolecular que
aumentaria la estabilidad de la proteina y favoreceria su correcto plegamiento,
siendo por lo tanto estas cisteinas necesarias para su funcion. Parece ser que esta
region forma el revestimiento del poro de las uniones estrechas y contiene algunos
aminoacidos cargados que podrian ser responsables de la selectividad de la carga

paracelular.
- El lazo intracelular contiene unos 15-20 residuos.

- El segundo lazo extracelular es mas corto que el primero, consistiendo en unos
24 residuos. Interviene en la formacion de dimeros con las claudinas de células
adyacentes mediante interacciones hidrofébicas entre residuos aromaticos

conservados.

- El extremo C-terminal es la porcion mas variable, tanto en secuencia como en

longitud. Normalmente estd formado por entre 21 y 63 aminoacidos, pudiendo

23



24

Introduccién

llegar hasta 106. Contiene un dominio de unién a motivos PDZ que ayuda a anclar
proteinas transmembrana al citoesqueleto y a mantener unidos los complejos de
sefializacién. Los motivos PDZ (de PSD95, DIgA, ZO-1; primeras proteinas en las
gue se detectd) aparecen en diversos tipos de proteinas andamio. Antes de este
motivo de unién a PDZ existe una region para dirigir las proteinas a las uniones
estrechas. El extremo C-terminal también actia como determinante de la estabilidad
de la proteina y contiene sitios de palmitoilacién y fosforilacion (Gunzel y Yu, 2013;
Lal-Nag y Morin, 2009).

Secuencia consenso

/ Posible puente disulfuro

Sitio de union del ion

extracelular:
Revestimiento del
poro

29 lazo extracelular:
Interaccion en trans

Sefales de trafico y
- fosforilacion . o
Sitios de Motivo de union a PDZ

palmitoilacion (conexion con el citoesgueleto)

FIGURA 7:

Estructura tipica de claudinas. El modelo muestra la topologia y la estructura secundaria, asi
como los posibles dominios funcionales. Los nimeros romanos indican los dominios de a-hélices
transmembrana segun predicciones informaticas. Adaptacion de Gunzel et al., 2013.

Las claudinas muestran tendencia a insertarse en balsas lipidicas (Koval, 2013). Estas
proteinas pueden establecer interacciones consigo mismas (interacciones homotipicas)
pero también con otras claudinas diferentes (heterotipicos). también pueden interaccionar
con otras proteinas de las uniones estrechas que estén en la misma célula (interacciones
cis) o con los componentes de la célula adyacente (interacciones trans). La interaccién
entre claudinas da lugar a complejos que varian en tamafio y estabilidad: dimeros
estables, oligdmeros que rodean el poro paracelular, y largos polimeros que parecen hebras
(Koval, 2013). Algunas claudinas necesitan especificamente otra claudina para translocarse
e insertarse en las uniones estrechas y/o para desarrollar su funcién (Hou et al., 2009). Las
claudinas se pueden dividir funcionalmente en formadoras de poro o formadoras de barrera
(Krause et al., 2008).
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Las claudinas son las principales responsables de la permeabilidad paracelular de las
uniones estrechas puesto que son capaces de formar el poro selectivo (Colegio et al., 2003).
Algunas pueden formar el poro por si mismas y otras necesitan interaccionar de manera
especifica con otras claudinas para formarlo. Segin qué claudinas lo integren, la especificidad
del poro sera diferente (Gunzel y Yu, 2013). La permeabilidad de las uniones estrechas
depende de dos poblaciones de poros: un poro pequefio que constituye la ruta restrictiva,
permeable a iones pequefios y solutos neutros, y otro mucho mas grande denominado ruta
no restrictiva (leak pathway) que es permeable a macromoléculas. Las claudinas parecen

ser la principales responsables de la ruta del poro pequefio (unos 4R) (Turner et al., 2014).

Las claudinas también aparecen frecuentemente fuera de las uniones estrechas. En
este caso, son responsables de la formacion de contactos celulares no convencionales, de
interaccion con receptores y otras moléculas de adhesion, y de procesos de sefializacion
intracelular (Gunzel y Yu, 2013).

Esta familia de proteinas esta intimamente relacionada con multitud de enfermedades
tales como céancer, inflamacién, esclerosis multiple, enfermedades oculares, digestivas e
infecciones viricas y bacterianas (Forster, 2008; Krug et al., 2014). Por esta razén ahondar
en el conocimiento tanto de las claudinas en si como de las funciones que regulan resulta

de vital importancia, tanto desde un punto de vista bioldgico como médico.

5. FUSION DE MEMBRANAS
5.1. Mecanismo general de fusion de membranas

La fusion de membranas es el proceso mediante el cual dos bicapas lipidicas
independientes se mezclan para dar lugar a una sola (Martens y McMahon, 2008). A pesar
de la variabilidad existente en su composicion, se cree que la mayoria de las fusiones
de las membranas bioldgicas (si no todas) ocurren mediante un mecanismo similar,
que se desarrolla a través de un intermediario de hemifusion. Se trata de un estado
en el que se produce mezcla de las monocapas proximales pero no de las mas distales
(Chernomordik y Zimmerberg, 1995) (figura 8). La formacion del estado de hemifusion se
favorece por la presencia en la hemimembrana externa de lipidos que generan curvatura
negativa, y se puede inhibir a causa de lipidos que promuevan la curvatura positiva
(Teissier y Pecheur, 2007). El modelo actualmente vigente para la fusion de las membranas
lipidicas es el denominado “stalk model” (figura 8). Este modelo postula que inicialmente
las dos bicapas que van a fusionarse deben aproximarse, para lo que han de vencerse
las fuerzas electrostaticas repulsivas generadas entre las cabezas polares de los lipidos y
las fuerzas de hidratacion. A continuacion tiene lugar una perturbacion de los lipidos, que

permite que una pequefia area de las monocapas proximales se curve produciendo una
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estructura en forma de tallo o “stalk”. Seguidamente se forma el estado de hemifusion,
que evoluciona permitiendo la apertura de un pequefio poro acuoso (de unos 2 nm) que
comunica los compartimientos delimitados por las membranas que van a fusionarse, y
que debe expandirse para completar la fusién de las membranas. La formacién del poro
de fusidén tiene lugar en microsegundos y es capaz de expandirse totalmente en 10-20
milisegundos (Jahn et al., 2003). El intermediario de hemifusiéon constituye un estado
estable (Wong et al., 2007); sin embargo, el poro de fusidon en algunos casos se expande
de manera irreversible (Lindau y Almers, 1995), mientras que en otros se vuelve a cerrar
(Ales et al., 1999). En el modelo de hemifusién el poro de fusion es lipidico, pero existe
una hipotesis alternativa en la que se postula que el poro estd formado por proteinas

transmembrana (Jackson y Chapman, 2006).

Aproximacion de membranas Tallo Estado de hemifusién Apertura del poro
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FIGURA 8:

Mecanismo universal de fusion de membranas. La fusion de todas las membranas se produce a través del intermediario
de hemifusidon en el que existe una mezcla de las monocapas externas proximales de cada membrana pero no asi de las
monocapas internas. Adaptacién de Churchward et al, 2009.

Debido al gran gasto energético que conlleva laformacién de los estados intermediarios
en la fusion de membranas, generalmente la fusion no ocurre espontdneamente en
membranas lipidicas libres de proteinas. Las funciones de las proteinas en el proceso
son: aproximar las dos membranas, generar curvatura y remodelar la membrana y/o
regular la composicién de lipidos y proteinas. Aunque el estado de hemifusion parece
estar conservado, las proteinas que intervienen en la fusién no lo estan, de manera
que pueden ser de naturaleza muy diferente y no estar relacionadas estructuralmente
(Martens y McMahon, 2008).

Las proteinas que intervienen en la fusion de membranas, como las proteinas de
fusion viricas o las SNAREs que intervienen en la fusidon de vesiculas, suelen tener un paso
transmembrana. Ademas existen proteinas facilitadoras de la fusién con diferente nimero
de dominios transmembrana: 7 en el caso del receptor de quimiocinas (que interviene en
la fusion del virus del sida), 4 en el caso de CD9 (una tetraspanina necesaria para la fusion
del 6vulo y el espermatozoide) y 4 también, aunque con diferente orientacién, en el caso

de las SCAMPs (que intervienen en la exocitosis) (White y Rose, 2001).

Se denomina “fusdgeno” o “fusasa” Unicamente a aquéllas proteinas que intervienen

directamente en la fusién de membranas, de manera que son necesarias y suficientes
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para que se produzca la fusién celular (Aguilar et al., 2013). La mayoria de los fusdgenos
contienen un Unico paso transmembrana. Tras la activacidon correspondiente sufren un
cambio conformacional que deja expuesto el péptido de fusidn, el cual interacciona con la
membrana provocando la desestabilizacion de la misma vy la fusién. A menudo presentan
dominios coiled-coil (White y Rose, 2001), que son un motivo integrado por varias hélices
con una distribucidon de residuos muy caracteristica que hace que, para su estabilizacion,
las hélices deban enrolldndose a otra similar formando una superhélice (Phillips, 1992).
A parte de las proteinas viricas y las SNARE (White y Rose, 2001; Podbilewicz, 2014)
Unicamente se han identificado fusdgenos en C. elegans y en la placenta de mamiferos
(Mohler et al., 2002; Blaise et al., 2003; Sapir et al., 2007). Dado que en otros organismos
también se producen procesos de fusion de membranas, éstos deben poseer fusdgenos

que los faciliten.

Por su parte, los lipidos actian como reguladores y facilitadores de la fusién de
membranas reclutando subunidades de fusasa y permitiendo intermediaros con elevada
curvatura en la membrana (Chernomordik y Kozlov, 2008). Es decir, la composicion
lipidica puede jugar un papel tanto directo como indirecto en la fusion de membranas.
La fosfatidiletanolamina (PE) posee una forma cdnica por lo que es capaz de incrementar
la curvatura negativa en las membranas y facilitar la fusion celular. Las fosfolipasas
pueden metabolizar los fosfolipidos en lisofosfolipidos, los cuales, ademas de intervenir
en senalizacion, tienen forma de cono invertido, y por ello podrian inhibir la formacién del
estado de hemifusion cuando estan presentes en la hemimembrana externa incrementando
la curvatura positiva de la misma (Chernomordik y Kozlov, 2005). De esta forma, los
lipidos podrian inducir cambios conformacionales en las proteinas o incluso crear un
entorno local alrededor de los fusdgenos que favoreciese sus propiedades de fusion
(Teissier y Pecheur, 2007). Ademas, los lipidos también podrian influenciar la conformacion
optima de proteinas con actividad catalitica modificando las propiedades biofisicas de
la membrana. De esta forma se ha postulado que la reorganizacion de microdominios
lipidicos podria modular la localizacion de proteinas de sefializacion y por tanto controlar
sus cascadas intracelulares (Ibarguren et al., 2014). Por estas razones, es concebible la
existencia de varias proteinas que pudieran regular diferentes aspectos de la composicion

lipidica de las zonas de la membrana a fusionar.

5.2. Importancia de la fusion de membranas

La fusion de dos o mas células para formar un hibrido mas grande es una reaccion
universal necesaria para infinidad de procesos bioldgicos como la reproduccion sexual
(fusidn oOvulo-espermatozoide) y el desarrollo de células multinucleadas incluyendo las

fibras musculares, trofoblastos de la placenta y los osteoclastos. Asimismo la fusion
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celular contribuye a la progresion de enfermedades como las infecciones viricas y algunos
canceres (Aguilar et al., 2013) Por otra parte, la fusion de membranas es esencial para la
regeneracion tisular por células madre y para el trafico vesicular que ocurre en el interior
celular (Chen et al., 2007). Este proceso, lejos de estar restringido a mamiferos, tiene lugar
en toda la escala bioldgica. La fusion celular es parte del mecanismo de esporulacién en
algunas bacterias y de la formacion de los nanotubos que conectan las bacterias individuales
en biofilms. En nematodos mas de un 30% de las células somaticas se fusionan para dar
lugar a diversos 6rganos. En artropodos se produce una fusion de mioblastos durante la
formacion del musculo, y la cicatrizacion de heridas en algunos insectos requiere la fusion
de células epidérmicas. En plantas la fusion celular tiene lugar durante la doble fertilizaciéon
necesaria para la formacion del embrion y del endospermo, cuya funcién es la nutricidén
del embrion. Ademas la fusidn celular constituye una herramienta utilizada por cientificos
para la creacién de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales, asi como para la

clonacion de organismos, como en el caso de la oveja Dolly (Podbilewicz, 2014).

En el caso de hongos y levaduras, la fusion celular es imprescindible para que la
conjugacion se desarrolle eficientemente (Whitey Rose, 2001). Porlo tanto, la caracterizacion
del proceso de conjugacidn en levaduras constituye una herramienta muy Util para conocer
los mecanismos por los que se lleva a cabo la fusion de membranas y su regulacion, asi

como para la identificacion de nuevas proteinas implicadas en dicho proceso.
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En un estudio sistematico del nivel de expresion génica, los genes de S. pombe se
han agrupado en funciéon del momento en el que alcanzan el pico de expresién maxima en
respuesta a la falta de nitrégeno (Mata et al., 2002), una condicion ambiental que induce
el desarrollo sexual y la conjugacién. El grupo de genes incluidos en el cluster denominado
“Genes induced in response to nitrogen starvation (delayed)”, tiene su maximo nivel de
expresion a las tres horas de incubacion en estas condiciones. Aunque el estudio se llevd a
cabo utilizando células diploides, el grupo de genes "delayed” se contiene la formina fusi1+
y algunos genes necesarios para el desarrollo sexual (incluyendo algunos genes necesarios

para la produccién de feromonas y sus receptores).

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar el proceso de fusién celular
durante la conjugacién. Con el fin de identificar nuevos genes que participen en este
proceso se han estudiado algunos genes, de funcién desconocida, que se incluyeron en el

grupo de genes “delayed”. Los genes caracterizados hasta el momento han sido:

- map4+: codificalaaglutininaespecificadeltiposexual h* (Sharifmoghadametal., 2006;
Sharifmoghadam y Valdivieso, 2008).

- dnil*: codifica una proteina con cuatro dominios transmembrana que presenta cierta
similitud con claudinas. Es necesaria para que las envueltas celulares se reorganicen

de forma correcta durante la conjugacion (Clemente-Ramos et al., 2009).

- dni2*: codifica una proteina similar a Dnil, con la que también comparte las
caracteristicas estructurales delas claudinas. La funcién de Dni2 no se ha caracterizado
en detalle. Trabajos previos en el laboratorio han demostrado que los mutantes
dnilA, dni2A y dnilA dni2A presentan fenotipos similares, caracterizados por un
defecto en la fusion celular (Clemente-Ramos et al., 2009). Estudios genéticos han
demostrado que los genes dnil*, dni2+ y fus1* actlan en la misma ruta funcional,

aungue no se sabe cdémo se relacionan funcionalmente entre si.

Por otro lado, el gen correspondiente a la ORF SPAP7G5.03 codifica una proteina
similar a la proteina Prm1p de S. cerevisiae. En los estudios masivos llevados a cabo
en S. pombe (Mata et al., 2002; Mata y Bahler, 2006), prm1* no se identific6 como un
gen cuya expresién aumentara significativamente en medio sin nitrogeno. Sin embargo
el hecho de que presente similitud con una proteina que si participa en la fusion celular

durante la conjugacién en otros organismos, hace que su estudio sea de nuestro interés.
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Antecedentes y Objetivos

El objetivo general de este trabajo es ampliar el conocimiento del proceso de fusion

celular durante el proceso de conjugacion. Los objetivos concretos han sido:

1. Investigar si la proteina Prmlp de S. pombe es necesaria para el proceso de

conjugacion.

2. Estudiar la relevancia funcional de los elementos estructurales que Dnilp y

Dni2p comparten con las claudinas.
3. Estudiar con mas detalle la relacién funcional entre Dnilp y Dni2p.

4. Analizar la relacién funcional entre las proteinas Dnilp, Dni2p y Prm1p.









Resultados

1. LA PROTEINA Prml1p ES NECESARIA PARA LA FUSION CELULAR
1.1. La expresion de prml1* aumenta durante conjugacion

A pesar de que prm1+ no se habia incluido en el cluster de los genes que se inducen
en respuesta a la deplecidn de nitrégeno (Mata et al., 2002; Mata y Bahler, 2006), se decidid
comprobar si su expresidon aumentaba durante le conjugacién. Un resultado positivo indicaria
que Prm1p podria llevar a cabo alguna funcidn durante este proceso, como sucede con las
proteinas homdlogas en otros organismos. Hay que tener en cuenta que el estudio llevado
a cabo por Mata y colaboradores se realizé usando cepas diploides, por lo que era posible
que este gen si que se indujera durante la conjugacién en una cepa haploide. En paralelo se
analizo la expresién de dnil* y de dni2*, que codifican dos proteinas necesarias durante la
fusion de membranas durante conjugacién (Clemente-Ramos et al., 2009), en las mismas
condiciones. Se procedid a realizar una RT-PCR semicuantitativa utilizando ARNm de las
estirpes WT y mutantes obtenido a partir de cultivos que o bien se encontraban creciendo
exponencialmente, o bien estaban en los primeros momentos de la conjugacién. En la
figura 9A es posible observar cémo todos los genes se expresan durante el crecimiento
vegetativo, aumentando su nivel de expresion en los momentos iniciales de la conjugacion.
Este resultado estd de acuerdo con que todos ellos actiuen durante la fusion celular. El
incremento de la expresion de dni2* (8,4 veces) es mayor que el de dnil1+ (2,8 veces) y éste
a su vez es mayor que el de prm1+ (1,4 veces) (figura 9A). Esta proporcidn se corresponde
con los datos obtenidos en el analisis sistematico realizado con diploides que clasificé a
dnil* y dni2* como genes de respuesta a la deplecion de nitrogeno (Mata et al., 2002;
Mata y Bahler, 2006).

A pesar de la existencia del ARNm de dni1*, dni2* y prm1* durante el crecimiento
vegetativo, no fue posible detectar ninguna de las proteinas en esas condiciones mediante
microscopia ni Western-blot.

Los hechos de que la expresion de prmil+* se induzca en el mismo momento que
otros genes necesarios para la fusion celular, y que la proteina Prm1 participe en dicho
proceso en otros organismos, hacia presuponer que en S. pombe también podria participar
en este proceso. Por esta razon se procedid a analizar su funcion y a estudiar la posible
relacion funcional con Dnilp y Dni2p.

1.2. Prmlp se localiza en la zona de contacto de los shmoos

Para delimitar el momento y lugar de actuacion de Prm1p se estudio su localizacion
durante la conjugacién. Para ello se realizé el marcaje de la proteina con GFP tal y como se
explica en la seccion de “Materiales y Métodos”. Como se puede observar en la figura 9B,

Prm1p se localiza como un punto discreto de fluorescencia en la zona de contacto de dos
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células que comienzan a conjugar. Sin embargo, deja de detectarse en los smhoos que se
han fusionado y han dado lugar a zigotos (no mostrado). Esta localizacién podria indicar

que Prm1p pudiera ser importante durante la fusion celular.

A
Vegetativo Conjugacion
dnil*: WT A WT A
Vegetativo  Conjugacion o I
prmit+: WT A WT A
1 2,8
Vegetativo  Conjugacion
dni2t:  WT A WT A
1 8,4
B
Contraste de fases Prm1-GFP

FIGURA 9:

Expresion y localizacion de Prmlp en condiciones de conjugacién. (A) RT-PCR semicuantitativa de cepas que
portan los genes prm1*, dni1*y dni2* (WT) o carecen de cada uno de ellos (A). Los datos se normalizaron con respecto
al gen act1+. Los numeros indican el nivel de expresion en condiciones de conjugacion con respecto al nivel durante el
crecimiento vegetativo. (B) Fotografias de contraste de fases y de fluorescencia de células que expresan la proteina de
fusion Prm1-GFP. Las fotografias, que corresponden a zigotos que se encuentran en los primeros estadios de conjugacion,
se realizaron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 5pm.

1.3. Prmlp es necesaria para la fusion celular

Con el fin de investigar si Prm1p intervenia en la conjugacién, se analizé el fenotipo
de una cepa que carecia de dicha proteina durante este proceso. Para ello se utilizd un
mutante nulo para el gen prm1+*(denominado prm1A). La conjugacién se indujo en distintos
medios que de cultivo: MM de conjugacion con y sin sorbitol, SPA y MEA. La incubacion
se realizd a 32°C durante 2 dias. En todos los casos se observd que mientras que en
una estirpe WT la conjugacion habia tenido lugar eficientemente, de manera que en el
cultivo se observaba un elevado nimero de ascas, en el mutante nulo prm1A se producia
una acumulacion de lo que se han denominado “prezigotos”. Como se ha detallado en la
seccién “Introduccion”, el término prezigoto se refiere a dos shmoos que han establecido un
contacto estable, pero que no han llegado a fusionarse. Se trata de un estadio anterior al

de “zigoto”, en el cual los dos shmoos ya se han fusionado pero todavia no han esporulado.
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Para poder analizar en mayor detalle el proceso de conjugacion en el mutante
prm1A, las células se incubaron en medio minimo sin nitrégeno (MM-N) liquido, que
permite inducir la conjugacidon de una manera mas sincrénica que el medio soélido. Se
utilizaron las cepas, silvestre y mutante, que portaban la t-SNARE Psy1p fusionada a la
GFP (para visualizar la membrana plasmatica), y la histona Hhtlp fusionada a proteina
mCherry (para poder visualizar los nucleos). Se tomaron muestras a diferentes tiempos
de incubacion en MM-N a 26°C y se contabilizé el nimero de los distintos tipos celulares,
caracteristicos del proceso de conjugacién, presentes en ambos cultivos (figura 10A). Los

tipos celulares que se distinguieron fueron:

- Prezigotos: formados por dos shmoos que han contactado pero presentan membranas

plasmaticas que los separan y nucleos sin fusionar.

- Zigotos: no se observa membrana plasmatica entre los dos shmoos. Los nlcleos

pueden aparecer fusionados o sin fusionar.

- Ascas: contienen cuatro nucleos diferenciados. Pueden presentar o no membrana

plasmatica rodeando cada nucleo.

Ademas, para poder calcular el porcentaje de conjugacion de cada cultivo (niumero
de prezigotos + zigotos + ascas con respecto al niUmero total de células), se contabilizaron

las células en estado vegetativo y los shmoos.

Como se puede observar en la figura 10B, prm1A no muestra defectos en la respuesta
a feromona, ya que los porcentajes de conjugacion a lo largo del tiempo son similares a
los del WT. Al contabilizar los porcentajes de prezigotos, zigotos y ascas con respecto al
numero total de células que han entrado en el programa de conjugacion, en la estirpe WT
se observa que a las dos horas de incubacion en MM-N aparece un elevado nimero de
prezigotos y de zigotos. A medida que avanza el tiempo va disminuyendo la cantidad de
prezigotos y aumentando la de zigotos. Esto refleja una progresion adecuada del proceso
de fusion celular. A partir de las 6 horas es posible observar ascas, que son la mayoria de
las formas conjugativas después de 22 horas en MM-N. Por el contrario, en el cultivo del
mutante prm1A se observa una acumulacion de prezigotos a las dos horas en MM-N. Estos
prezigotos no llegan a resolverse a lo largo del tiempo con la produccién de zigotos, y solo
dan lugar un pequefio nUmero de ascas tras 22 horas de incubacién. Este dato demuestra
que el mutante prmi1A presenta un defecto en la fusion celular. Curiosamente, en estos
prezigotos se observaron diversas desorganizaciones de la membrana plasmatica en la

zona de contacto entre dos shmoos (figura 10C):
- Acumulacidon de membrana (ver las puntas de flecha en la figura 10C)

- Existencia de dos membranas paralelas en la zona de contacto de los dos shmoos

(cruces en la figura 10C)
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FIGURA 10:

Analisis del proceso de conjugacion en el mutante prm1A. (A) Fotografias de una estirpe h*° silvestre que expresa
Psy1-GFP y Hhtl-mCherry como marcadores de membrana plasmatica y de nucleo, respectivamente, incubadas en
MM-N liquido para inducir la conjugacién. Cada uno de los paneles corresponde a distintos ejemplos de los tipos celulares
presentes durante el proceso de conjugacion. El panel superior de cada serie muestra fotografias tomadas por microscopia
de contraste de fases y el inferior con microscopia de fluorescencia. (B) Representacion grafica del porcentaje de cada
uno de los tipos celulares presentes en cultivos en conjugacién de una estirpe WT y otra prm1A a diferentes tiempos
de incubacion en MM-N liquido. Los nimeros de la parte superior de la grafica muestran el porcentaje de conjugacion
calculado como el nimero total de prezigotos + zigotos + ascas respecto al total de células presentes en el cultivo.
(C) Fotografias de fluorescencia de prezigotos prm1A. La flecha sefiala la presencia de membrana plana que separando
dos shmoos, el tridngulo acumulaciones de membrana plasmatica, los asteriscos sefialan burbujas y las cruces denotan la
existencia de dos membranas paralelas en la zona de contacto entre dos shmoos. Todas las fotografias se realizaron con

un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 2,5 pm.



Resultados

- Formacién de burbujas/ampollas de la membrana plasmatica (asteriscos en la
figura 10C)

- Presencia simultanea de varias de estas estructuras

El momento en el que estas desorganizaciones aparecian en un mayor porcentaje
de prezigotos, llegando a detectarse hasta en un 40% de éstos, fue a las 3-4 horas de
incubaciéon en MM-N. Estas membranas desorganizadas en la zona de contacto de los dos

shmoos iban desapareciendo a lo largo del tiempo.

Para confirmar el defecto en fusion celular de prm1A se procedidé a expresar, en la
estirpe silvestre y en la mutante, una forma soluble de la GFP que se encontraba bajo el
control del promotor del gen que codifica la aglutinina map4+ (Clemente-Ramos et al., 2009).
Este gen se expresa Unicamente en el tipo sexual h* (Mata y Bahler, 2006), de manera que
si tuviera lugar la fusidon celular, la GFP soluble difundiria desde el parental h* hasta el h-,
y todo el zigoto presentaria fluorescencia verde. Si la fusién se encontrara bloqueada, la
sefial de la GFP Unicamente se detectaria en la mitad del zigoto correspondiente a la célula
h*. Ademas se realizd una tincién con el colorante Hoechst 33258, que permitid visualizar
tanto los nlcleos como la pared celular. La induccidn de la conjugacion en este experimento
se llevo a cabo en medio sdlido, y como se puede observar en la figura 11, en la estirpe
WT el 90% de los zigotos presentan todo el cuerpo fluorescente. Por su parte, en prm1A
Unicamente el 4% de los zigotos muestra este patron de distribucion de la fluorescencia.
En la mayoria de los casos (el 85% de los zigotos prm1A), es posible detectar la GFP en
la mitad del zigoto, un patron que sélo aparece en el 10% de los zigotos silvestres. Estos
datos confirman que en el mutante prm1A existe un defecto severo en el proceso de fusion
celular. Curiosamente, en un 11% de los prezigotos prm1A se intuye que la fluorescencia
de la GFP llega a marcar parte del shmoo h- (indicado por una punta de flecha en la
figura 11), o bien que no marcaba totalmente el shmoo h* (no mostrado). Este hecho se
podria explicar por la existencia de las desorganizaciones de la membrana plasmatica que
se han detallado anteriormente, las cuales podrian actuar como barrera fisica que impidiera
la libre difusion de la GFP. Este fenotipo seria similar al descrito para los mutantes prmi1A
de S. cerevisiae (Heiman y Walter, 2000) y N. crassa (Fleissner et al., 2009). Sin embargo,
la difusion parcial de la GFP desde el shmoo A* al h- también podria explicarse por una
remodelacién andmala de la pared celular en la zona de contacto entre los estas células. De
hecho, es posible apreciar cierto marcaje de dicha estructura en las zonas donde se genera

la invasion parcial de la GFP en uno de los shmoos (indicado por una flecha en la figura 11).
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FIGURA 11:

prm1A presenta un defecto en fusion celular. Fotografias de contraste de fases y de fluorescencia de células que
expresan una GFP soluble bajo el control del promotor map4+ especifico de tipo sexual h*. Las células se tifieron con
Hoechst 3825 (coloreado en magenta) que marca la pared celular y los nucleos. La conjugacion se indujo mediante
incubacién en placas de MM durante 12 horas. Se muestran las imagenes superpuestas de contraste de fases (CF)+GFP
y Hoechst+GFP. Las puntas de flecha indican invasion parcial de la fluorescencia de un shmoo hacia el otro, y las flechas
la existencia de pared celular sin degradar entre los dos shmoos. Las fotografias se tomaron con un microscopio de
fluorescencia convencional. Barra de escala 2,5 pm. Los nimeros en el panel de la derecha denotan el porcentaje de los
tipos de zigotos, indicados en los dibujos, con respecto al nimero total de zigotos.

1.4. El defecto en fusion celular de prm1A es mas severo que el de dnilA y/o
dni2A

Algunos mutantes incapaces de conjugar correctamente muestran un defecto
termosensible, como es el caso de dnilA y dni2A. Estos mutantes pueden conjugar
y esporular perfectamente a temperaturas bajas (20-22°C). Esta capacidad se ve
reducida a temperaturas suaves (26-28°C) y presentan un defecto mas fuerte a medida
que aumenta la temperatura, detectdndose ya una deficiencia significativa a 32°C
(Clemente-Ramosetal., 2009), que es la temperatura de incubacion habitual para los cultivos
de S. pombe. Para caracterizar con mas detalle el defecto en fusion celular del mutante
prmilA, se compard el proceso de conjugacion de este mutante con el de cepas dnilA,
dni2A y dnilA dni2A determinando el porcentaje de los distintos tipos celulares, presentes
en el proceso de conjugacion, a diferentes temperaturas. De esta forma se confirmé de
una forma mas detallada que, efectivamente, en los mutantes dnilA, dni2A 'y dnilA dni2A
(a partir de este momento se empleara la forma “dniA” cuando se designe a todos ellos
de forma general) se producia una acumulacion de prezigotos (figura 12), de acuerdo
con un defecto en fusidn celular. Aunque en la figura solo se representa el doble mutante
dnilA dni2A, se obtuvieron resultados similares para cada uno de los mutantes simples.
Cuando la temperatura es de 20°C un elevado porcentaje de prezigotos logra desarrollarse
a ascas a tiempos largos de incubacién. Sin embargo, al aumentar la temperatura a 28°C
se incrementa la cantidad de prezigotos que se acumulan a tiempos largos de incubacién

en MM-N. La acumulacién de prezigotos es mayor a 32°C. Sin embargo, al comparar estas
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graficas con la que se obtuvo para prmiA, se puede comprobar que el defecto de éste
ultimo mutante es mas drastico, ya que incluso a 20°C se observa una fuerte acumulacién

de prezigotos. Este defecto se mantiene a todas las temperaturas probadas.
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B Prezigotos B Zigotos [ Ascas
FIGURA 12:

El defecto de prm1A en fusion celular no es termosensible. Representacion grafica del porcentaje de cada una de
las formas conjugativas presentes en las estirpes WT, prm1A y dnilA dni2A. La induccion de la conjugacion se llevé a cabo
en placas de MM incubadas durante 5 dias a 20°C, 3 dias a 28°C o 2 dias a 32°C.

En S. pombe los zigotos son inestables de manera que esporulan rapidamente una
vez que ha ocurrido la fusién celular. Debido a esto, y a que el experimento de la difusidon
de la GFP habia demostrado que en todos estos mutantes existe un defecto en fusidn
celular (Clemente-Ramos et al., 2009) y figura 11), a partir de este momento se usara el
término “porcentaje/eficiencia de fusion celular”, aunque lo que se haya estimado haya sido
la eficiencia de esporulacién calculada como el porcentaje de zigotos + ascas respecto al
numero de prezigotos + zigotos + ascas. Asi, en el experimento mostrado en la figura 12,
para el mutante prm1A el porcentaje de fusién fue menor del 10% después de 2-5 dias de
incubacién en placas de MM a distintas temperaturas. Por su parte, en los mutantes dniA
esta situacion Unicamente se detectaba cuando la temperatura de incubacién era superior
a 320°C.

También se investigd la aparicion de burbujas y/o ampollas membranosas, que
originen la invasiéon parcial del citoplasma de uno de los shmoos en el cuerpo del otro
shmoo. Para ello se utilizaron estirpes WT, dniA, y prm1A que expresaban el marcador de
membrana plasmatica Psy1-GFP. Las estructuras mencionadas jamas se visualizaron en
la estirpe silvestre, lo que indica que son propias del defecto en fusion celular. Mientras
que en prml1A las burbujas/ampollas presentaban una frecuencia de aparicion maxima a
las 3-4 horas de incubacion en MM-N, en los mutantes dniA era posible detectarlas entre

las 3 y las 6 horas. Sin embargo la frecuencia con que aparecian estas estructuras era
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sustancialmente inferior en los mutante dniA respecto al mutante prm1A (menos del 5%

de los prezigotos de los mutantes dniA frente a un 40% del mutante prm1A).

Por lo tanto, el defecto en fusidn celular de prm1A es mas drastico que el de los
mutantes dniA, lo que a priori sugiere que la funcién de Prm1p pudiera ser mas relevante
para dicho proceso. Ademas el hecho de que el fenotipo de los mutantes presente
caracteristicas diferentes, podria indicar que la funcion de Prm1p fuera distinta de la de
los genes dnil*y dni2*. Asimismo, el defecto de fusion celular del mutante prmi1A de
S. pombe es mas fuerte que el del mutante prmiA de S. cerevisiae, el cual presenta un
defecto de fusion celular del 45% (Heiman y Walter, 2000), lo que indica que su papel en

la fusion celular pudiera ser mas relevante en la levadura de fision que en la de gemacion.

1.5. La distribucién de la pared celular y de la membrana plasmatica en la zona
de contacto de los shmoos es defectuosa en el mutante prmi1A

Como se ha mencionado anteriormente, en el mutante prml1A la frecuencia de
prezigotos con desorganizaciones de la membrana plasmatica en la zona de contacto de
los shmoos (figura 10C) presentaba un nivel maximo de apariciéon a las 3-4 horas de
incubaciéon en MM-N. Este es el momento en que Prm1-GFP se detectaba acumulada como
un punto discreto de fluorescencia en dicha zona (figura 9B). Esta coincidencia temporal
parecia sugerir que Prm1p pudiera intervenir en la correcta organizacion de la membrana
plasmatica de los shmoos durante el proceso de fusidon celular. Para confirmar que las
desorganizaciones de la membrana en los prezigotos del mutante se debian a la falta de
Prm1p, y no a un comportamiento anémalo de la proteina de fusién Psy1-GFP en shmoos
en los que la fusidn celular no consigue proseguir, se utilizé un marcador de la membrana
plasmatica diferente. El marcador elegido fue LactC2-GFP, que se trata de una sonda capaz
de unirse especificamente a la fosfatidilserina (PS). Por lo tanto, al expresar dicha sonda
en el interior celular, ésta se unird a la PS presente en la cara interna de la membrana
plasmatica (Yeung et al., 2008). En este experimento se incluyd el mutante fusiA como
un control en el que la fusion celular permanece bloqueada en el estado de prezigoto
con las paredes celulares sin degradar (Petersen et al., 1995). Por lo tanto, se indujo la
conjugacion, en MM-N a 26°C, de las cepas WT, prm1A y fuslA que expresan la sonda
LactC2-GFP. Ademas, las células se tifieron con Calcofllor para analizar el comportamiento
de la pared celular y de la membrana plasmatica en los mismos prezigotos, y asi poder
determinar si la digestion de la pared celular era un prerrequisito para la formacién de las

burbujas y el resto de anomalias en la membrana plasmatica en los prezigotos prm1A.

En la figura 13A se muestran un prezigoto de la estirpe silvestre, en el que la
pared celular ain no se ha degradado y las membranas permanecen proximas sin
fusionarse (panel a), y un zigoto en el que la pared celular se ha digerido, las membranas

plasmaticas se han fusionado, y el cuello de conjugacién se ha ensanchado (panel b). En la
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FIGURA 13:

Analisis de la membrana
plasmaticaydelaparedcelularen
la zona de contacto intercelular
en el mutante prm1A. Fotografias
de fluorescencia de cepas h% que
portan el marcador de membrana
LactC2-GFP, y que estan tefiidas
con Calcofltor para la visualizacion
de la pared celular. Las imagenes
muestran la membrana plasmética
en verde, la pared celular en
magenta y la superposicion
de ambas. La conjugacion se
indujo con MM-N liquido durante
4 horas. (A) Prezigoto (panel a) y
zigoto (panel b) de la estirpe WT.
(B) Prezigotos de prm1A. Las puntas
de flecha sefialan material de pared
celular intracelular, y las flechas
indican burbujas de membrana

plasmatica (paneles c y d). También se muestra la existencia de acumulaciones de membrana y pared celular (paneles e y f).

(C) Zigotos de la estirpe fus1A usada como control de prezigotos en los que no hay fusion celular. (D) Imagenes de campo

claro y de fluorescencia de un prezigoto prm1A entero (paneles de arriba). El cuadrado delimita el area que se ha aumentado

abajo. El asterisco sefiala la célula cuya membrana se invagina y la flecha indica el shmoo cuya membrana permanece plana.

Los numeros corresponden a las secciones en z. Todas las imagenes son planos centrales adquiridos con un sistema de

microscopia DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 2,5 pm.

figura 13B se exponen varios prezigotos del mutante prm1A. En todos los casos se observa

como existe pared celular en la zona de unién entre los dos shmoos, aparentemente sin

degradar, y aun asi se siguen generando burbujas y desorganizaciones de la membrana

plasmatica. En algunas ocasiones se aprecia pared celular rodeando la burbuja de

membrana plasmatica (se indica con una punta de flecha en los paneles c y d), pero

en otras no se observan burbujas de membrana plasmatica evidentes pero si se detecta

acumulacién de pared celular entre los dos shmoos (paneles e y f). Por su parte, en el
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mutante fus1A (figura 13C) es posible apreciar cdmo la pared celular permanece sin digerir
y las membranas plasmaticas sin fusionarse, pero no se detectan desorganizaciones de las
envueltas celulares, lo que indica que estas se deben a una consecuencia especifica de la
ausencia de Prm1p, y no una consecuencia indirecta del defecto de fusién celular. Al analizar
las sucesivas secciones en z de una misma imagen (figura 13D) se puede comprobar que
la invaginaciéon de la membrana plasmatica que forma la burbuja/ampolla se produce en
uno de los shmoos, mientras que en el otro la membrana plasmatica permanece firme.
Este resultado demuestra que estas estructuras son de diferente naturaleza en el mutante
prml1A de S. pombe respecto a las descritas en los mutantes prml1A de S. cerevisiae
(Heiman y Walter, 2000) y N. crassa (Fleissner et al., 2009). En estos otros organismos,
las estructuras aberrantes que se forman constituyen protrusiones delimitadas por las
membranas de ambos shmoos, que permanecen muy proximas pero sin fusionarse

(figuras 4A y 4E), y sin que exista material de pared celular entre ambas.

Con el fin de estudiar en mayor detalle el fenotipo de prm1A, se procedio6 a realizar
fotografias mediante microscopia electronica. En este caso se indujo la conjugacién en
placas de MM durante 12 horas a 32°C. En la figura 14, en los paneles correspondientes a
la estirpe WT, se muestra la zona de fusion de dos shmoos que han establecido contacto a
través de sus paredes celulares (panel a), de dos shmoos en los que las paredes celulares
han comenzado a erosionarse (panel b) y de dos shmoos que ya se han fusionado y en
los que el cuello de conjugaciéon de ha ensanchado (panel c). Por su parte, en la cepa
prm1A nunca se observaron regiones de contacto intercelular donde las paredes celulares
se hubieran digerido totalmente y las membranas aparecieran yuxtapuestas, que es el
fenotipo descrito para los mutantes prmi1A de S. cerevisiae (Heiman and Walter, 2000)
y N. crassa (Fleissner et al., 2009), y que explica la apariciéon de burbujas de membrana
plasmatica en esos mutantes. Lo que si que se observan, en aproximadamente un 30%
de los zigotos del mutante prm1A de S. pombe, son zonas en las que la pared celular se
ha digerido parcialmente y regiones donde esta estructura se ha erosionado, siendo por
tanto mas estrecha de lo normal (ver las puntas de flecha en las amplificaciones de los
paneles d y e). También es posible detectar estructuras que parecen pequefas burbujas
y otras formaciones anormales de la membrana plasmatica (sefialadas por flechas en
las amplificaciones de los paneles e, f, g, h, i), cercanas a la zona de contacto celular.
Estas estructuras peculiares podrian corresponderse con las que se habian detectado con
los marcadores de membrana plasmatica Psy-GFP y LactC2-GFP. La flecha negra gruesa
en el panel g muestra estructuras que recuerdan a las descritas para el mutante doble
kex1A prmlA de S. cerevisiae (figura 4C) (Heiman et al., 2007), que también acumula
pequefias burbujas de membrana en la zona de contacto intercelular cuando la pared
celular que separa dos shmoos sigue presente. En mas de un 80% de los zigotos prmiA
era posible observar un crecimiento anormal de la pared celular que llegaba a englobar

porciones de citoplasma (paneles d, g, h, i). Dado que las enzimas necesarias para la
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sintesis de pared celular son proteinas transmembrana, este crecimiento aberrante de la
pared celular pudiera ser consecuencia de un crecimiento previo andmalo de la membrana

plasmatica.

FIGURA 14:
Microscopia electronica de las envueltas celulares en la zona de fusion. Micrografias de microscopia electronica

de transmision de zigotos h% en los que se indujo la conjugacién en MM durante 12 horas. Se muestran tres zigotos
diferentes de la estirpe WT, y seis de prm1A. Las puntas de flecha sefialan zonas de erosién parcial de la pared celular, y
las flechas estructuras anormales de la membrana plasmatica. La flecha negra gruesa del panel g sefiala una acumulacién
de burbujas cuyo conteniso tiene una apariencia diferente a la del citoplasma. Barra de escala 0,75 pm.

1.6. Distribucion de enzimas necesarias para la remodelacion de la pared celular
en prezigotos prmilA

Para que la fusidn celular tenga lugar es necesario que la pared celular sufra procesos
de degradacion y de sintesis controlados. La diferencia de presion osmotica entre el
citoplasma y el ambiente extracelular hace que la degradacién de la pared celular y la fusiéon
de las membranas sean procesos arriesgados para la célula. Errores en la remodelacion
de la pared celular durante la formacién del zigoto podrian hacer que la membrana
plasmatica quedara expuesta al ambiente hipotdnico, desencadenando la lisis celular
(Aguilar et al., 2007; de Nobel et al., 2000; Jin et al., 2004; Philips y Herskowitz, 1997). En

S. pombe se ha propuesto que la degradacion del glucano no se debe a una glucanasa en
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concreto, sino a la accion coordinada de varias de ellas. Ademas la degradacion de la pared
celular durante la conjugacion no se produce por una secrecion dirigida de glucanasas a la
punta de los shmoos, sino que estas se secretan por toda la superficie celular. El contacto
entre dos shmoos disminuye la tasa de difusion de estas enzimas, lo que permite que se
concentren en esa zona para que actuen alli especificamente (Huberman y Murray, 2014;
Dudin et al., 2015). Las enzimas de sintesis también estan presentes en esa zona de
crecimiento (Cortes, 2002 Cortes et al., 2005; ), de manera que la accién coordinada
de ambos tipos de enzimas garantizan la remodelacion de la pared celular. El hecho de
que en el mutante prm1A exista pared celular sin digerir entre los shmoos, y que dicha
envuelta celular esté desorganizada (figuras 13 y 14), pudiera ser debido a una ausencia/
deslocalizacion de las enzimas que participan en su remodelacion. Para comprobar esta
hipétesis, se analizo si la localizacién de la glucanasa Agnip, que participa en la degradacion
de B(1,3)glucano, era correcta. Este experimento se llevo a cabo induciendo la conjugacién
en MM-N liquido a 26°C. Como se muestra en la figura 15A, tanto en los prezigotos de la
estirpe silvestre (WT) como en los de prm1A, Agn1-GFP se detecta en la zona de contacto
intercelular (sefialada por flechas). Esta localizacién permitiria explicar la erosion de la
pared celular que se habia observado en algunos prezigotos por microscopia electrénica
(figura 14). Ademas la presencia de Agnlp en la zona de contacto intercelular sugiere que
el defecto inicial del mutante prm1A de S. pombe no se debe a la ausencia de glucanasas

€n €sa zona.

Por otra parte, la existencia de burbujas/ampollas rodeadas de pared celular pudiera
ser debida a la produccion de pared celular de nueva sintesis después de que la burbuja/
ampolla se hubiera formado. Para comprobar si esto era asi se analizo la localizacion de
Bgs4p, enzima que participa en la sintesis de B(1,3)glucano, en prezigotos de la estirpe
prm1A. Como se puede apreciar en la figura 15B, la sefial de mCherry-Bgs4p se superpone
completamente con la sefial de LactC2-GFP en la invaginacion de la membrana plasmatica
que se forma en uno de los shmoos. La sintesis de nueva pared celular desde estas burbujas
de la membrana plasmatica podria contribuir a que la pared celular englobara porciones
de citoplasma, generando las estructuras que se habian observado mediante microscopia
electrénica. En este caso, deberian haberse generado poros en las invaginaciones de la

membrana que permitieran la libre difusidon del citoplasma.

Asi, mas queaunaausencia delas enzimas encargadas de laremodelacion dela pared,
el fenotipo del mutante parece deberse a una alteracion del proceso. Aunque esta alteracion
en la organizacion de las envueltas celulares pudiera ser una consecuencia del defecto en
fusion y no su causa. Hay que tener en cuenta que este tipo de fenotipo se observa en algunos
mutantes con defecto en fusion celular (mutantes dniA. Clemente-Ramos et al., 2009), pero
no en otros (mutantes cfriA o fus1A. Cartagena-Lirola et al., 2006; Petersen et al., 1995).
Por lo tanto, no puede descartarse que Prm1p juegue algun papel en la coordinacion de la

remodelacion de la pared celular durante la conjugacion.
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1.7. Las envueltas celulares presentan un comportamiento erroneo durante la
fusion celular en zigotos prml1A
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FIGURA 15:

Localizacion de enzimas implicadas en la remodelacion de la pared celular en zigotos. Fotografias de fluorescencia
de células h® WT y prm1A inducidas a conjugar en MM-N que portan enzimas de degradacion o sintesis de pared celular
fusionadas a una proteina fluorescente. (A) Zigotos que expresan la proteina de fusion Agn1-GFP, enzima que participa
en la degradacion de la pared celular. Las flechas sefialan acumulaciéon de Agnip en la zona de contacto intercelular. Las
fotografias se realizaron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 2,5 pm. (B) Zigotos que
contienen la sonda LactC2-GFP que marca la membrana plasmatica, y mCherry-Bgs4, enzima que participa en la sintesis
de pared celular. Las flechas sefialan burbujas de membrana plasmatica. Las imagenes son proyecciones maximas de
planos adquiridos en series z con un sistema de microscopia DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 2,5 pm.

Con el fin de obtener una mayor informacion acerca de la cronologia de los eventos
que provocaban el defecto en fusion celular en ausencia prm1+*, y asi poder dilucidar la
funcidn de este gen, se realizaron estudios de time-lapse. Para ello se indujo la conjugacién
en MM-N a 26°C en cepas h®*® WT, prm1A y fus1A que portaban el marcador LactC2-GFP,
para visualizar la fosfatidilserina (PS) en la monocapa interna de la membrana plasmatica.
Ademas, se realiz6 una tincidn con Calcofllior para observar la pared celular. Las fotografias
se tomaron cada 5 minutos durante 90 minutos; en la figura 16 se muestran las fotografias

de mayor relevancia de cada pelicula.
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FIGURA 16:

Analisis del comportamiento de la pared celular y la membrana plasmatica durante la fusiéon celular. Zigotos
de las estirpes h% WT (A), prm1A (B) y (C), y fus1A (D) inducidos a conjugar en MM-N liquido. Todos expresan
LactC2-GFP que marca la fosfadilserina de la cara interna de la membrana plasmatica, y todos se tifieron con Calcofltor
para la deteccion de la pared celular. Las imagenes se tomaron cada 5 minutos. El tiempo 0’ indica el momento en que
se realizé la primera fotografia. Dada la ausencia de un marcador temporal para ajustar la primera imagen, las imagenes
de diferentes zigotos marcadas con el mismo tiempo (en minutos) no corresponden necesariamente al mismo momento
después de que haya tenido lugar el contacto entre dos shmoos. Los asteriscos indican un cambio en la intensidad de la
fluorescencia emitida por LactC2-GFP en la zona de fusion. Las flechas sefialan zonas de erosion de la pared celular. Las
amplificaciones corresponden a la zona de fusion celular. Las imagenes son secciones medias obtenidas con un sistema
DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 2,5 pm.
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En la figura 16A se puede observar cdmo en los zigotos de la estirpe silvestre (h*°WT)
la florescencia correspondiente a la PS de la cara interna de la membrana plasmatica va
perdiendo intensidad en la zona de contacto celular después del contacto entre los dos
shmoos (se indica con un asterisco en el tiempo 35’). Sin embargo, en ese momento aln
no se aprecia erosién en la pared celular. Es en el minuto 40 cuando comienza a detectarse
un pequefio poro en la pared celular (indicado por una flecha). A tiempos posteriores, se
puede apreciar cOmo este pequefio poro se va ensanchando a la vez que lo hace el puente

de conjugacion, produciéndose la fusion celular.

Enlafigural16B se muestra como en el mutante prm1A lafluorescencia de LactC2-GFP
en la membrana no disminuye, sino que parece incluso intensificarse a lo largo del tiempo
(se indica con un asterisco en el tiempo 35’). En el minuto 40 es posible detectar un poro
en la pared celular (indicado con una flecha) que, aunque persiste durante los tiempos
45’ y 50’, no consigue expandirse y termina cerrandose en el minuto 55; a partir de este
momento se produce una acumulacién de material de pared celular en la zona de contacto
entre los shmoos, segun la fluorescencia del Calcofltor. Durante el periodo de tiempo
en el que el pequefio poro de la pared celular permanece abierto, es posible observar
una invaginacion de la membrana plasmatica hacia el citoplasma de uno de los shmoos,
generandose una burbuja/ampolla que desaparece a tiempo 55’, momento en que el poro
de la pared celular se aprecia totalmente cerrado. Aunque en este zigoto la invaginacion
de la membrana se produce poco después de que la pared celular hubiera sufrido una
erosion parcial, en otros zigotos se observa un retraso entre el momento de erosidon de
la pared celular y la aparicion de la invaginacion de la membrana plasmatica, como es el
caso del zigoto mostrado en la figura 16C. En este zigoto se detecta una region de pared
celular parcialmente erosionada al comienzo del experimento (tiempo 0’, indicado por una
punta de flecha) pero la invaginacion de la membrana no se observa hasta el tiempo 12",
Por lo tanto, la formacidn de invaginaciones de la membrana plasmatica aparentemente no
parecia ser una consecuencia inmediata de la erosion parcial de la pared celular. En este
zigoto también se observa una sobreproduccion de pared celular en la zona de contacto
de los dos shmoos que no logran fusionarse a lo largo del time-lapse. Las invaginaciones
de membrana observadas en los zigotos mostrados en las figuras 16B y 16C desaparecian
con el tiempo, indicando que se trataba de estructuras transitorias y probablemente
fragiles; seguramente por eso estas estructuras no se detectaron tras el tratamiento de las
muestras para su observacion al microscopio electronico. Sin embargo, habia ocasiones en
que la burbuja lograba establecerse y llegaba a rodearse de material de pared celular de
nueva sintesis, lo que seguramente le proporcionaba la resistencia suficiente para poder
observarse por dicha técnica. En todos los zigotos prml1A analizados, la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la PS de la zona de contacto intercelular aumentaba a lo

largo del tiempo.
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En la figura 16D se muestra un zigoto de la cepa fuslA. En este caso no se
observa aparicién de burbujas/ampollas de membrana plasmatica, confirmando que
estas estructuras se generan como consecuencia de la falta de Prm1p, y no de la falta de
progresion de la fusién celular. Tampoco se detecta apertura de pequefios poros en la pared
celular. Lo que si se aprecia nuevamente es una leve disminucidn de la fluorescencia de la
sonda LactC2-GFP (indicado con un asterisco en el minuto 35), de manera similar a lo que
ocurria en la estirpe WT.

1.8. La distribucion de la fosfatidilserina se modifica antes de la fusiéon celular

Todos los experimentos de time-lapse detallados en el punto 1.7 indicaban que la
diferencia inicial entre las estirpes WT y prm1A parecia ser una variacién de la intensidad
de la fluorescencia de la sonda LactC2-GFP en un momento temprano después del contacto
celular. Esta fluorescencia disminuia muy sutilmente en la estirpe silvestre (y en el mutante
fusiA) pero no en el mutante prm1A, en el que de hecho esta fluorescencia aumentaba en
momentos posteriores. Dado que la sonda LactC2-GFP marca la distribucion de la PS en
la cara interna de la membrana plasmatica, el resultado parecia indicar que en la estirpe
silvestre una variacién en la distribucion de este fosfolipido en la membrana plasmatica
constituia un paso previo a la fusion celular. Sin embargo también era posible que el cambio
en el nivel de fluorescencia estuviera indicando una variacién en la distribucion/morfologia
de la membrana en la zona de contacto entre los shmoos. Para poder distinguir entre estas
dos posibilidades, se procedid a comparar el comportamiento de la sonda LactC2-GFP
con el de otros marcadores de la membrana plasmatica en varios planos de una misma
imagen. Para ello, se indujo la conjugacion en cepas de la estirpe silvestre que expresaban
LactC2-GFP y un marcador de membrana adicional. Ademas se realizé un line-scan;
para ello se dibujo a mano alzada una linea de 2,3 ym que recorria longitudinalmente
la zona de contacto intercelular, y se cuantificé la fluorescencia a lo largo de la misma
(figura 17A). Los marcadores de membranas elegidos fueron mCherry-Bgs4 (proteina con
16 dominios transmembrana, figura 17B) y Psy1l-Cherry (con 1 domino transmembrana,
figura 17C). En ambos casos es posible observar que la disminucion en la intensidad de la
sefial de LactC2-GFP no va acompafada por una disminucion en la senal del otro marcador,
indicando que el cambio detectado es especifico de la PS. Esta diferencia se puede apreciar

graficamente en el line-scan que se muestra a la derecha de cada figura.

Con el fin de averiguar si la falta de disminucion de la sefial de la PS expuesta hacia
el interior celular era especifica del mutante prmi14, o se producia en otros mutantes con
defecto en fusidon celular, se procedid a analizar el comportamiento de este fosfolipido en
los mutantes prm1Ay dnilA. De manera analoga a lo descrito para la estirpe WT, se usaron

cepas h? que expresaban la sonda LactC2-GFP mCherry-Bgs4. Se observd que, mientras
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FIGURA 17:

Analisis de la distribucion de la fosfatidilserina durante la fusiéon celular. (A) Diagrama
explicativo del procedimiento seguido para la cuantificacién del line-scan. Se trazé una linea
de 2,3 um sobre la zona de contacto intercelular en los prezigotos a estudiar, y se midid la
intensidad de fluorescencia para cada fluorocromo a lo largo de la misma. (B) Prezigotos de la
estirpe h% WT que expresan la sonda de unién a fosfatidilserina LactC2-GFP y mCherry-Bgs4,
una proteina con 16 dominios transmembrana. (C) Prezigotos de la estirpe h? WT que portan
los marcadores de membrana LactC2-GFP y mCherry-Psy1, de un sélo paso transmembrana.
(D) Prezigotos de la estirpe h*° prm1A que expresan LactC2-GFP y mCherry-Bgs4. (E) Prezigotos
de la estirpe h*° dnilA que expresan LactC2-GFP y mCherry-Bgs4. En todos los casos la induccion
de la conjugacién se llevd a cabo con MM-N liquido. Las flechas indican el lugar de disminucion de
la sefial de LactC2-GFP. Las imagenes son secciones medias obtenidas con un sistema DeltaVision
Deconvolution. Barra de escala 2,5 um. Las graficas muestran el line-scan de las mismas imagenes
para cada uno de los marcadores. Se representa el porcentaje de fluorescencia en cada punto

normalizado respecto al valor maximo.
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que en prmlA, la intensidad de fluorescencia de ambos marcadores se mantenia a unos
niveles similares (figura 17D), en el mutante dnilA, al igual que se habia apreciado en
la estirpe WT, el marcaje de la PS se atenua en la region central de la zona de contacto

intercelular en los momentos posteriores al contacto entre los shmoos (figura 17E).

Los resultados descritos hasta aqui demuestran que la proteina Prm1p de S. pombe
es esencial para el proceso de fusién celular durante la conjugacién, e indican que su
funcion es necesaria para que ocurra una modificacion de la membrana plasmatica, que
resulta en una disminucién de la cantidad de PS expuesta en la cara citopldsmica de la
misma. Ademas sugieren que su funcién podria ser diferente de la de los genes dni1* y/o
dni2+.
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2. RELACION FUNCIONAL ENTRE LAS PROTEINAS Dnilp Y DniZ2p
2.1. Relacién funcional entre Dnilp y Dni2p

En estudios anteriores llevados a cabo en el laboratorio se habia demostrado que
los genes dnil* y dni2* actian en la misma ruta funcional, relacionada con el proceso
de fusion celular durante la conjugacién. Sin embargo, se desconocia si una de las
proteinas codificadas por ellos regulaba a la otra, o si ambas funcionarian en paralelo
formando un complejo, ya que sus localizaciones son similares (Clemente-Ramos, 2006;
Clemente-Ramos et al., 2009) Uno de los objetivos de este trabajo fue establecer la relacidon
funcional entre Dnilp y Dni2p. Para poder llevar a cabo este objetivo se realizaron los

experimentos que se detallan a continuacién.

2.1.1. Dnilp y Dni2p colocalizan en la zona de contacto celular

Las proteinas de fusidon Dnil-GFP y Dni2-GFP se detectan como puntos
fluorescentes discretos en la zona de contacto entre las dos células van a formar un zigoto
(Clemente-Ramos, 2006; Clemente-Ramos et al., 2009). Con el fin de averiguar si ambas
proteinas se localizan en la misma zona de la punta de los shmoos y en el mismo momento,
Dnilp se fusiond a la RFP mCherry, y esta proteina de fusién se expresé en una cepa
que portaba Dni2p marcada con GFP. Ambas proteinas se expresaron desde plasmidos
integrados en el genoma y bajo el control de su propio promotor. Si al superponer la
sefial de ambas proteinas fluorescentes la sefal detectada fuera amarilla, indicaria que
ambas sefiales coinciden vy, por lo tanto, que las proteinas colocalizan. En la figura 18A se
puede observar que, efectivamente, Dnil-mCherry y Dni2-GFP colocalizan en la zona de
contacto entre dos shmoos, detectandose ambas proteinas en el mismo punto discreto de
fluorescencia (se sefiala con una punta de flecha). Dado que la punta del shmoo corresponde
a una region de membrana plasmatica enriquecida en cierto tipo de proteinas, a partir de
este momento se designara como “microdominio de fusiéon” a la zona de contacto de las

membranas plasmaticas de ambos shmoos en el zigoto.

2.1.2. Lalocalizacion de Dnilp y Dni2p es interdependiente

Con el fin de obtener informacién acerca de si una de las dos proteinas actuaria
antes que la otra dentro de la misma ruta funcional, se procedio a analizar la localizaciéon
de cada una de ellas en ausencia de la otra. Para llevar a cabo este experimento se partio

de cultivos a los que se habia inducido la conjugacion con MM-N a 26°C.

En la figura 18B se puede apreciar que en ausencia de Dni2p, Dnilp no permanece
concentrada en el microdominio de fusidn, sino que se detecta como una serie de nodos

distribuidos a lo largo de toda la membrana plasmatica.
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Por otro lado, cuando se deleciona dni1*, la localizacidon Dni2p también se altera. En
una estirpe silvestre Dni2-GFP se observa en el reticulo endoplasmico (RE) en las células
que no estan conjugando (indicado con flechas), mientras que en los zigotos se observa
una acumulacién de la proteina en la zona de contacto intercelular (sefialado con punta
de flecha); normalmente en los zigotos se sigue observando una sefial residual en el
reticulo considerablemente mas débil. En el mutante dni1A, Dni2-GFP no se detecta en el

microdominio de fusién, sino Unicamente en el RE (figura 18C).

De estos resultados se puede concluir que Dnilp y Dni2p dependen mutuamente

para localizarse correctamente, lo que sugiere que podrian actuar formando un complejo.

Dnil-Cherry Dni2-GFP Superposicion

Dnil-GFP Dni2-GFP

FIGURA 18:
Andlisis de la localizacién de Dnilp y Dni2p. Fotografias de estipes h*° a las que se le ha inducido la conjugacién

con MM-N liquido. (A) Colocalizacién de las proteinas de fusion Dnil-mCherry (rojo) y Dni2-GFP (verde). Se muestra
la superposicién de ambas fluorescencias, donde el color amarillo indica la existencia de colocalizaciéon. (B) Analisis de
la localizacion de Dnil-GFP en una estirpe control (WT) y en el mutante dni2A. (C) Comparacion de la localizacion de
Dni2-GFP en una cepa silvestre y en el mutante dnilA. Las puntas de flecha sefialan el microdominio de fusién y las
flechas el reticulo endoplasmico (RE). Las fotografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra
de escala 2,5 pm.

2.1.3. Dni2p controla especificamente la localizacion de Dnilp

En S. pombe existen otras proteinas implicadas en conjugacion que presentan una
localizacién similar a la de Dnilp y Dni2p, como son Fuslp (Petersen et al., 1998b) y Prm1p
(Curto et al., 2014). Para saber si Dni2p estd implicada Unicamente en concentrar de Dnilp

como un punto discreto en el microdominio de fusidon, o se trata de una organizadora
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general de esta zona de la membrana plasmatica, se analiz6 si Fuslip y Prm1p colocalizaban

con Dnilp/Dni2p, y si su localizacion se alteraba en un mutante dni2A.

En la figura 19A se puede observar que, efectivamente, Fus1-GFP y Dnil-mCherry
colocalizan en la zona de contacto entre dos shmoos. En la figura 19B se puede apreciar
cdmo Fus1-GFP no varia su localizaciéon cuando se ha delecionado dni2*, permaneciendo

en ambos casos concentrada en el microdominio de fusion.

A

Fus1-GFP Dnil-Cherry Superposicion

B Fus1-GFP

FIGURA 19:

Localizacién de Fuslp. Fotografias de zigotos de las estirpes indicadas. (A) Colocalizacion de las proteinas de fusion
Dnil-mCherry y Fus1-GFP en una cepa silvestre. Se muestra la superposicion de ambas fluorescencias, donde el color
amarillo indica colocalizacion. (B) Analisis de la localizaciéon de Fus1-GFP en una estirpe WT y en el mutante dni2A. En
ambos casos la conjugacion se indujo con MM-N liquido. Las puntas de flecha sefialan el microdominio de fusién. Las
fotografias se obtuvieron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 2,5 pm.

Con respecto a Prm1p, el andlisis de colocalizacién con Dnilp se llevd a cabo en
una estirpe homotalica h%’, en la que se podian detectar zigotos, y también en una estirpe
heterotdlica cyriA sxa2A en la que se generan shmoos tras la adiciéon de la feromona
factor P, sin necesidad del compafiero de tipo sexual opuesto. En la figura 20A se muestra
que, efectivamente, Dnilp y Prm1p colocalizan espacio-temporalmente en el microdominio
de fusién (se sefiala con una punta de flecha) tanto en la estirpe homotdlica como en la
heterotdlica, indicando que esta colocalizacién no depende del contacto celular. Con el

fin de determinar si la localizacion de Dnilp y/o Dni2p depende de Prmilp, y viceversa,
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FIGURA 20:
Colocalizacion de Prmlp y Dnip.
o (A) Fotografias de contraste de fases vy
(uj fluorescencia de las estirpes homotalicas h%°
- (arriba) y heterotalica cyr1A sxa2A (abajo) que
g expresan Dnilp y Prmlp marcadas con una
o proteina fluorescente. (B) Zigotos de una estirpe
control (WT) o del mutante dnilA dni2A que
expresan Prm1-GFP. (C) Zigotos de las estirpes
control y del mutante prm1A transformadas con
C prml.ﬂ las proteinas de fusion Dnil-GFP o Dni2-GFP.

En ambos casos la induccion de la conjugacion

se llevd a cabo en MM-N liquido. Las puntas de
flecha sefialan el microdominio de fusién. Todas
las fotografias se tomaron con un microscopio
de fluorescencia convencional. Barra de escala
2,5 pm.
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se comparo la distribucién de estas proteinas en zigotos de una estirpe control y de los
mutantes prm1A, dnilA y/o dni2A. En la figura 20B se observa como Prm1-GFP se sigue
localizando en el microdominio de fusién en ausencia de Dnilp y/o Dni2p, al igual que lo hace
en la cepa silvestre. Con respecto a Dnilp y Dni2p, es posible percibir que su distribuciéon
en el mutante prm1A es similar a la del WT, concentrandose en la zona de contacto entre
los shmoos (figura 20C). Esto se aprecia claramente en zigotos tempranos (mostrados
en los recuadros pequefos del panel correspondiente en la figura 20C). Sin embargo en
una pequeia poblacion de prezigotos, en los que el puente de conjugacién ha crecido, se
observa que tanto Dni1-GFP como Dni2-GFP se acumulan de forma difusa en una zona mas
amplia a la zona de contacto intercelular. Es posible que esto sea una consecuencia de la
desorganizacion de la membrana plasmatica descrita para el mutante prmi1A (punto 1.5
y Curto et al., 2014) cuando los shmoos permanecen unidos sin fusionarse. En cualquier
caso, no se observa una distribucién a lo largo de toda la membrana plasmatica, como es

el caso de Dni1-GFP en el mutante dni2A.

Estos resultados indican que Dni2p no actla como un regulador general de la
localizacion de las proteinas necesarias para la fusion celular en la zona de contacto de
los shmoos. Aunque no se pueda descartar la existencia de alguna otra proteina cuya
localizacion en ese microdominio de la membrana plasmatica dependa de Dni2p, podria
intuirse que la funcidén especifica de Dni2p es concentrar a Dnilp en dicho microdominio

para facilitar asi la fusidon celular.

2.1.4. La sobreexpresion de dnil* o dni2* no complementa la ausencia del otro
gen

Una estrategia experimental que suele usarse para obtener informacién acerca
del orden en el que intervienen dos genes de una misma ruta funcional, es averiguar
si la sobreexpresion de uno de ellos es capaz de complementar un nivel reducido del
otro gen. Se asume que si existe complementacion es porque el gen sobreexpresado
funciona después del gen mutado. Sin embargo esto tiene limitaciones, ya que si el gen
sobreexpresado dependiera totalmente del producto del gen mutado para poder llevar a
cabo su funcion, su presencia en un alto nimero de copias no seria capaz de complementar
la delecién del otro gen. En cualquier caso, con el fin de obtener mas informacidn acerca de
la relacién existente entre dni1+* y dni2*, se procedié a clonar ambos genes en plasmidos
multicopia pREP3x que los expresarian bajo el control del promotor nmt1* reprimible por
tiamina (Maundrell, 1993). De acuerdo con la informacion disponible en PomBase, este
promotor se reprime parcialmente durante la conjugacién, por lo que la sobreexpresiéon
de estos genes no fue excesivamente alta en dichas condiciones. En un mutante dniiA
que expresaba el plasmido pREP3xdnil* se observo que a 32°C la eficiencia de fusién

aumentaba del 3% (eficiencia de fusidn de la cepa que porta el vector vacio) al 54%. Por su
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parte, si el mutante dni2A expresaba pREP3xdni2*, la eficiencia de fusion se incrementaba
hasta el 81%. Seguramente esta diferencia entre los valores obtenidos al sobreexpresar
cada gen se debe a que la sobreexpresion de dnil*, pero no la de dni2*, es perjudicial para
las células (ver punto 4). En cualquier caso, la sobreexpresion de cada gen complementa,

al menos parcialmente, la delecién del mismo.

En la figura 21 se muestran fotografias de zigotos de los mutantes dni1A o dni2A
transformados con el vector vacio, o bien con los plasmidos que sobreexpresan los genes
objeto de estudio. Cuando cada uno de los mutantes porta el vector vacio, se observa
una acumulacion de prezigotos. En el caso de que cada mutante presente el plasmido
que sobreexpresa el propio gen, se detectan ascas con cuatro ascosporas, debido a la
complementacion de la mutacion. Sin embargo, cuando cada mutante se ha transformado
con el plasmido que sobreexpresa el otro gen, no se detectan ascas, sino prezigotos, lo que
demuestra que las cepas parentales no son capaces de fusionarse y que, por lo tanto, no
existe complementacion cruzada. Este resultado sugiere que ambos genes funcionarian en
paralelo, de modo que cada una de las proteinas necesitaria a la otra para ser funcional.
Ademas, estaria de acuerdo con que la localizacion de Dnilp y Dni2p fuera interdependiente,

y nuevamente sugiere que ambas proteinas podrian formar un complejo.

PREP3X PREP3Xdnil1+ PREP3Xdni2+

FIGURA 21:
Analisis de complementacion por sobreexpresion. Fotografias de las cepas h*® dnilA o h*° dni2A

a las que se les ha inducido la conjugacién en placas de MM incubadas a 32°C durante dos dias. Las
estirpes portan plasmidos de sobreexpresion bajo el control del promotor nmt1+* reprimible por tiamina.
La presencia de ascas (A, sefialadas con una flecha) indica complementacion del defecto de fusion por el
plasmido correspondiente. Las fotografias se realizaron con un microscopio de contraste de fases. Barra
de escala 5 pm.
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2.1.5. Dnilp y Dni2p forman un complejo

Con el fin de averiguar si efectivamente Dni2-GFP: - + +
Dnilp y Dni2p actuaban en el mismo nivel Dnil-HA: + - 4
.
de la ruta funcional mediante la formacion _ a-GFP
de un complejo, se llevd a cabo un ensayo
de coinmunoprecipitacién. Esta técnica se
Extractos .
basa en la deteccion de una proteina a partir totales HA
a_
de un precipitado de la otra. Para llevarla a
cabo se expresaron en una cepa h°° ambas
~
proteinas marcadas con etiquetas diferentes 2 “
i i ; a-GFP
(Dnil-HA y Dni2-GFP) bajo el control de
sus propios promotores. Como controles
del experimento se incluyeron dos cepas IP a-GFP <
adicionales que Unicamente portaban una de a-HA
las proteinas marcadas. Para la realizacion
de esta técnica se inmunoprecipitdé Dni2-GFP L
., ., . FIGURA 22:
y se pl"OCGdIO a la deteccion de Dnil-HA en Coinmuprecipitacion entre Dnilpy Dni2p. Extractos
el mismo inmunoprecipitado. El experimento celulares de estirpes que expresan las proteinas de
o, ] fusion Dni1-HA y/o Dni2-GFP que se analizaron mediante
se realizo partlendo de sobrenadantes de Western-blot empleando los anticuerpos monoclonales

anti-GFP (a-GFP) o anti-HA (o-HA). Alicuotas de

los extractos se inmunoprecipitaron con bolitas

muestras de membranas extraidas con

Digitonina Y TritonX—lOO, Y CentriquadaS a magnéticas recubiertas por una anticuerpo anti-GFP
100.000 Xg, COMo se haindicado en el apartado para la inmunoprecipitacion (IP) y se analizaron por
Western-blot con los anticuerpos anti-GFP y anti-HA.
A\ H 4 ” -
de “Materiales y Métodos”. En la figura 22 se También se analizaron alicuotas antes de llevar a cabo
puede apreciar que en los extractos totales la inmunoprecipitacion (extractos totales).

se detecta cada proteina en las cepas que la

expresan. En el inmunoprecipitado revelado con anti-GFP se puede observar que Dni2-GFP
se precipito eficientemente. Por su parte al revelar este inmunoprecipitado con anti-HA, es
posible detectar Dnil-HA en la cepa que porta simultdneamente Dni2-GFP, confirmando la
interaccion entre las proteinas Dnilp y Dni2p. Sin embargo, si la cepa expresaba Dnil-HA
pero no Dni2-GFP, no se aprecioé nunca la presencia de Dnil-HA, indicando que la deteccidn
de Dnil-HA es especifica por coinmunoprecipitacién. Aunque no demuestra si la interaccién
entre ambas proteinas es directa, si que demuestra que Dnilp y Dni2p forman parte de un

complejo.

2.2. Relacion estructura-funcion de Dnilp y Dni2p

Segun la base de datos PomBase, Dnilpy Dni2p contienen 4 dominios transmembrana
y los extremos N y C orientados hacia el interior celular. El extremo N-terminal es muy corto

(6 aa en Dnilp y 25 aa en Dni2p), mientras que el C-terminal presenta un mayor tamafio
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(33 aaenDnilpy 37 aaen Dni2p). El primer lazo extracelular es el mas grande de todos los
lazos que conectan las regiones transmembrana (68 aa en Dnilp y 64 en Dni2p) (figura 23).
Esta topologia se corresponde con la tipica de las claudinas (Gunzel y Yu, 2013). El primer
lazo extracelular de Dnilp y Dni2p contiene dos cisteinas formando parte de un motivo
conservado en las “claudinas fungicas” de la familia Figl (Clemente-Ramos et al., 2009).
Ambas cisteinas estan presentes en las claudinas de metazoos. Con el fin de averiguar
si algunos de estos elementos estructurales pudieran ser importantes para la funcién de
Dnilp y Dni2p, y por tanto si estas proteinas guardaran algun tipo de relacion funcional con
las claudinas de metazoos, se procedié a mutagenizar las cisteinas conservadas. Ademas
se deleciond el extremo C-terminal de ambas proteinas, ya que en las claudinas éste es
necesario para su localizacion y estabilidad, ademas de conectarlas con el citoesqueleto de
actina (Gunzel y Yu, 2013). Con los mutantes obtenidos se realizaron diversos estudios,

que se detallan a continuacion.

A
GOOGXC(8-20)C
] ] _— I i
12-29 | — 98-120 133-155 178-200 Dnilp (234 aa. 25,39 kDa)
e ¢ o
c30] €58 C68 C75
[ | [ | |
A | | 98-120 133-155 178-200
Péptido
sefial C58 C68 C75
(32)
B
GPDGXC(8-20)C
— S —————— (248 aa. 27,74 kDa)
26-48 113-135  142-164 189-211
C74 C85
FIGURA 23:

Representacion grafica de la similitud estructural de Dnilp y Dni2p con las claudinas. Esquema de la prediccion
proporcionada por la aplicacion TMHMM de la ubicacidn y extensién de los dominios transmembrana (representados en
gris) en la secuencia de Dnilp (A) y de Dni2p (B). Se muestra la secuencia consenso de la familia Figlp con similitud
a la de claudinas, donde ®=Y, F, L o M. Se sefialan con un circulo azul las cisteinas presentes en el primer lazo que no
estan conservadas por alineamiento de secuencia, y con un circulo rojo las que si lo estan. El rectdngulo granate indica
las posibles cisteinas que podrian pertenecer a la secuencia consenso. La flecha sefiala el sitio de corte predicho para el
péptido sefial.

2.2.1. Los elementos estructurales que Dnilp comparte con las claudinas no son
esenciales para su funcién

Consideraciones previas: topologia de Dnilp.

Lo primero que hay que mencionar es que el numero y la ubicacion de los dominios
transmembrana (DTM) de Dnilp no parecen estar demasiado claros, y varian segun el

modelo de prediccidn que se utilice. En este trabajo se han tomado como referencia los
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datos que aparecen en la base de datos de S. pombe PomBase (figura 23A), que establecen
la existencia de un péptido sefial en el extremo N-terminal. Sin embargo, cuando se utilizan
diversas aplicaciones especificas para la busqueda del sitio de corte del péptidos sefial
en las proteinas, la presencia del mismo en Dnilp varia segln el programa utilizado.
Dependiendo de si el hipotético péptido senal se procese o no, Dnilp podria contener 3 0 4
dominios transmembrana, y por tanto podria diferir de la estructura tipica de las claudinas.
Por otro lado, a pesar de que Dnilp contiene la secuencia consenso de la familia Figl, que
es similar al motivo tipico de claudinas (Clemente-Ramos et al., 2009), esta secuencia
no aparece estrictamente conservada, ya que la segunda glicina se sustituye por una
asparagina. Ademas, aunque las cisteinas C58 y C68 sean las conservadas por alineamiento
de secuencia, dentro del rango de 8-20 aminoacidos que pueden estar separadas entre
si, aparece otra (C75), que perfectamente pudiera formar parte del motivo conservado.
Por otro lado, existe una cisteina adicional, en la posicién 30, que no formaria parte de
la secuencia consenso, pero que se encuentra muy cercana y seria susceptible de formar
puentes disulfuro. Su presencia en la proteina dependeria de si hay o no escision del péptido
sefial, puesto que esta incluida en dicha region. A pesar de estas consideraciones, con el
fin de averiguar si las cisteinas C58, C68 y C75 eran importantes para la funcidon de Dnilp,
se intercambiaron por serinas mediante mutagénesis dirigida. La serina es un aminoacido
de un tamafio similar a la cisteina que carece del grupo -SH, y por tanto es incapaz de
establecer puentes disulfuro. Asimismo se delecionaron los 31 Ultimos aminoacidos de
extremo C-terminal. Estas proteinas mutadas se denominaron Dnil Dnil Dnil
Dnil

C58s/ Cc68s/ C75S y

Acm Fespectivamente.

Funcionalidad:

Para comprobar si alguna de las mutaciones generadas comprometian la funcién de
Dnilp, se indujo la conjugacién en cepas h® dnilA que expresaban los alelos mutantes o el
alelo silvestre que codifica la proteina, y se calculd el porcentaje de fusion. El experimento
se realizd en placas de MM incubadas a 32°C durante dos dias. En la figura 24A se observa
gue cuando se elimina cualquiera de las cisteinas por separado, la proteina continda
siendo funcional. La capacidad de fusién desciende tan sélo sutilmente si se mutagenizan
simultaneamente las cisteinas conservadas por alineamiento de secuencia (C58 y C68), y

disminuye drasticamente en la proteina Dnil carente de las tres cisteinas. Este

C585C68SC75S/
resultado puede deberse a la eliminacion de todas las posibilidades para la formacion de
puentes disulfuro intramoleculares, potencialmente necesarios para la funcién, o a que
en la proteina con la triple mutacion el plegamiento de la proteina se vea afectado y esto
altere su estabilidad. Con respecto al extremo C-terminal, se puede observar que no es
necesario para que Dnilp realice su funcidn, puesto que la cepa que expresa la forma
de Dnil truncada (Dnil

similares a los de la estirpe WT.

Acr) €S capaz de fusionarse y por tanto esporular a unos niveles
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FIGURA 24:

Analisis de la funcionalidad de proteinas Dnilp carentes de los elementos que comparte con las claudinas. Diferentes
estudios realizados con cepas h?° que expresan versiones mutantes de dni1* donde se han mutagenizado las cisteinas del primer
Dnll Dnll C58568SC75S)/

(A) Representacion grafica del porcentaje de fusién de cepas que expresan las distintas versiones mutantes para dnil*. La

lazo extracelular (Dnil Dnil ggecess Y Dnil o se ha eliminado el extremo C-terminal (Dnil,.).

Cs8s/ cess’ C75S

induccion de la conjugacion se llevé a cabo en placas de MM durante 2 dias a 32°C, n=500. (B) Zigotos que expresan las
proteinas mutantes generadas para Dnilp fusionadas a la GFP. (C) Zigotos de los mutantes de dnil* que expresan la proteina de
fusion Dni2-GFP. En ambos casos la induccion de la conjugacion se llevo a cabo en MM-N liquido. Las puntas de flechas sefialan el
microdominio de fusion y las flechas zigotos en los que aparece marcaje en el reticulo endoplasmico. Las fotografias se realizaron
con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 5 pum. (D) Western-blot de las mismas cepas y cultivadas
en iguales condiciones que en B, empleando los anticuerpos anti-GFP y anti-Cdc2 (control de carga). El asterisco sefiala bandas
inespecificas. (E) Western-blot analogo a D, de cepas que expresan distintas versiones de dnil*y la proteina de fusién Dni2-GFP.
Los cultivos se realizaron en condiciones similares a C.
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Localizacion:

Para estudiar la ubicacion intracelular de las versiones mutantes de Dnilp, se
procedié a fusionarles una GFP en el extremo C-terminal. En la figura 23B se puede
apreciar como los mutantes simples de cada una de las cisteinas presentan una localizacion
correcta que, como se ha descrito anteriormente, consiste en un punto fluorescente en
el microdominio de fusion (indicado con una punta de flecha). En los mutantes doble
C58SC68S y triple C585C68SC75S soblo se detecta sefal fluorescente en la punta del shmoo
en alrededor de un 50% de los zigotos, mientras que se aprecia cierto marcaje en el reticulo
endoplasmico (RE) (se sefiala con una flecha). Es posible que al modificar varias cisteinas
simultaneamente, las proteinas Dnil mutadas presenten problemas de plegamiento, y por
ello queden parcialmente retenidas en dicho organulo. Aun asi, cierta cantidad de proteina
es capaz de llegar a su lugar de actuacion, y por lo tanto la fusidén celular puede proseguir
con una eficiencia razonable en el mutante doble. En el caso del mutante triple, o bien la
cantidad de proteina que llega a la punta de los shmoos es menor, o bien esta proteina
es incapaz de llevar a cabo su funcion de una forma eficiente por la pérdida especifica de
esas tres cisteinas del primer lazo extracelular. Con respecto a la delecién del extremo
C-terminal, se puede observar una localizacidn correcta de la proteina en la zona de fusion
celular, pero también aparece fluorescencia a lo largo de toda la membrana plasmatica.
Ademas llama la atencion que en este mutante se detecta menos sefial en las vacuolas,
gue es el organulo donde se degradan las proteinas de membrana tras su endocitosis. Este
resultado plantea la posibilidad de que el extremo C-terminal de Dnilp contenga alguna
sefial de endocitosis, y al eliminarlo la proteina permaneciera mas tiempo en la membrana

plasmatica (ver mas adelante, punto 3.1.3.).
Localizacion de Dni2p:

Como se ha comentado en el punto 2.1.2., Dnilp es necesaria para la localizacion
de Dni2p en la punta del shmoo. Se quiso analizar si existia una correlacion entre el nivel
de funcionalidad de las formas mutadas de Dnilp con dicha localizacion. Para abordar
esta cuestion se expreso la proteina de fusién Dni2-GFP en las cepas que portaban los
alelos mutantes de dnil*. En la figura 24C se muestran las imagenes, y se puede observar
que en los mutantes de dni1*, Dni2p se detecta exclusivamente en el RE (se sefialan los
zigotos con una flecha), sin observarse como un punto discreto de fluorescencia en la

zona de contacto celular. Sélo en el caso del mutante Dnil se detecta una sefnal débil

C75s/
de Dni2-GFP en el microdominio de fusién (se sefiala con una punta de flecha). Estos
resultados indicarian que tanto las cisteinas C58, C68 y C75, como el extremo C-terminal
de Dnilp son necesarios para que Dni2p se localice correctamente en el microdominio de
fusion. El hecho de que Dni2p permanezca en el RE, y aun asi se siga produciendo la fusion
celular, sugiere que la parte funcional del sistema podria ser Dnilp. Esta hipotesis también

esta de acuerdo con que aquellas versiones mutantes de Dnilp en las que una parte de la
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sefial fluorescente se detecta en el RE (las que tienen dos y tres cisteinas mutadas) pierdan
parte de la funcionalidad. Por lo tanto, es posible establecer que la fusion celular depende
de la presencia de Dnilp en la punta del shmoo.

Cantidad de proteina:

Para analizar si las versiones mutantes de Dnilp se estaban expresando en las
células de S. pombe, y si lo hacian o no al mismo nivel que la proteina silvestre, se
realizd un analisis de Western-blot. De esta manera se pudo comprobar que la proteina
WT se encuentra altamente modificada, ya que se detecta como una serie de bandas de
tamafo superior al esperado (25,4 kDa para Dnil segun lo especificado en la base de
datos PomBase, mas unos 28 kDa para la GFP) (figura 24D). Este patron de modificacion
se mantiene solo en el mutante C75S. Ademas se puede observar que la reduccion en la

C585C68S y Dnllc
atribuir a una menor cantidad de proteina, ya que estas estan presentes en los extractos

funcionalidad asociada a las proteinas mutadas Dnil no se puede

585C68SC75S
celulares con unos niveles similares a los de las proteinas con las mutaciones simples
C58S o C68S, que son funcionales. Con respecto al mutante con la delecion del extremo
C-terminal, practicamente no se observa la banda de 28-30 KDa. Esta banda coincide en
tamanfo con el de la GFP, por lo que se asume que corresponde a la GFP de las proteinas
de fusidon gque seguramente se escinde tras su degradacion en la vacuola, y que podria
considerarse un indicador del nivel de degradacion de las mismas. Por esta razén, aunque
no se detecte una mayor cantidad de proteina Dnil, -GFP, el mutante con la delecién
del extremo C-terminal parecia ser mas estable. Esto estaria de acuerdo con la hipdtesis
de que Dnil,  no se estuviera endocitando para su degradacién, y como consecuencia
permaneciera mas tiempo en la membrana y difundiera fuera del microdominio de fusion,

lo que permite su observacion a lo largo de la membrana plasmatica del zigoto (figura 24B).

Cantidad de Dni2p:

Para comprobar si las mutaciones generadas en Dnilp influian en la cantidad de
proteina de Dni2p, se llevo a cabo nuevamente un Western-blot. De esta forma se percibid
que en todos los mutantes de dni1* (incluido el mutante nulo dni1A) aumentaba la cantidad
de Dni2p (figura 24E). Esto podria deberse a que Dni2p se estaba quedando retenida en
el RE. Es posible que Dnilp pudiera actuar como una chaperona que contribuya al correcto
plegamiento de Dni2p en el RE, permitiendo su salida de este organulo y su transporte a la
membrana plasmatica. De esta forma, las cisteinas de Dnilp, en lugar de formar puentes
disulfuro intramoleculares, es posible que pudieran establecer puentes disulfuro con las

cisteinas de Dni2p, interviniendo en el proceso de plegamiento de la misma.
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Todos estos resultados demostraron que ninguna de las cisteinas del motivo
conservado por si sola, ni el extremo C-terminal de Dnilp, son vitales para que la
proteina realice su funcién. Asimismo, los hechos de que Dnilp pudiera no contener 4
hélices transmembrana, y de que presente mas de dos cisteinas en el motivo conservado
permitirian concluir que Dnilp no se comporta como una claudina en cuanto a su relacién

estructura-funcion.

2.2.2. Los elementos estructurales que Dni2p comparte con las claudinas son
esenciales para su funcion

Estudios similares a los realizados con Dnilp se llevaron a cabo para Dni2p. El
objetivo era averiguar si los elementos estructurales conservados en las dos proteinas,
y que comparten con las claudinas de metazoos, juegan algun papel en la funcionalidad
de Dni2. En este caso se mutagenizaron las dos cisteinas conservadas del primer lazo
extracelular (C74 y C85), siendo las Unicas presentes en toda su secuencia, y se eliminaron
los Ultimos 37 aa del extremo C-terminal. Las proteinas mutadas se denominaron Dni2
Dni2

C74s/!

y Dni2, ..

C85s

Funcionalidad:

Al analizar la eficiencia de fusién de los mutantes generados para dni2*, se observo
que en los mutantes simples de cada una de las cisteinas se producia un descenso drastico
en la funcionalidad (figura 25A). De igual manera, cuando se delecionaba el extremo

C-terminal, la funcionalidad de la proteina descendia considerablemente.

Localizacioén:

En la figura 25B se puede percibir que todas las versiones mutantes de Dni2p se
detectan tanto en el RE (se sefalan los zigotos con una flecha) como en el microdominio de
fusion (se indica con una punta de flecha). Aunque a priori pudiera parecer una localizacién
correcta, no lo es, ya que en una estirpe silvestre Dni2-GFP emite una sefal fuerte en el
RE sdlo en el caso de células que no han comenzado a conjugar. Una vez que se forma
el shmoo y éste contacta con otro del tipo sexual opuesto, la sefial del RE se reduce y
la proteina se detecta mayoritariamente como un punto discreto en la zona de contacto
celular. En los mutantes de Dni2p, aunque se aprecia cierta sefal en el microdominio de
fusion en un 35% de los zigotos, la fluorescencia del RE no se atenua. Este resultado podria
indicar una retencién en el RE de las proteinas mutadas por varias razones, como podrian
ser fallos en una posible oligomerizacion mediada por puentes disulfuro intermoleculares
con ella misma o con otras proteinas, como Dnilp. Sin embargo también podria deberse
a fallos en su plegamiento al no poderse formar puentes disulfuro intramoleculares que

estabilicen la proteina, como se asume que sucede en las claudinas.
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FIGURA 25:
Analisis de la funcionalidad de proteinas Dni2p carentes
de los elementos que comparte con las claudinas.
Diferentes estudios realizados con cepas h® que expresan
las versiones mutantes de dni2* donde se han mutagenizado
Dni2
o se ha eliminado el extremo C-terminal (Dni2

las cisteinas del primer lazo extracelular (Dni2

Dni2C74SCSSS)’
(A) Representacion grafica del porcentaje de fusion de las

C74s! C85S y

ACT)'

cepas mutantes para dni2*. La induccion de la conjugacion se
llevé a cabo en placas de MM, n=500 (B) Zigotos que expresan
las proteinas mutantes generadas para Dni2p fusionadas a la
GFP. (C) Zigotos de los mutantes de dni2* que expresan la
proteina de fusion Dnil-GFP. Las puntas de flechas sefalan
el microdominio de fusion y las flechas zigotos en los que
aparece marcaje en el RE. En ambos casos la induccion de la
conjugacion se llevé a cabo en MM-N liquido. Las fotografias se
realizaron con un microscopio de fluorescencia convencional.
Barra de escala 5 pym. (D) Western-blot de las mismas cepas
y cultivadas en iguales condiciones que en A, empleando
los anticuerpos anti-GFP y anti-Cdc2 (control de carga). El
asterisco sefiala bandas inespecificas. (E) Western-blot similar
al mostrado en D pero con un mayor tiempo de exposicion.
(F) Western-blot analogo a D, de las mismas cepas y cultivadas
en condiciones similares a B.
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Localizacion de Dnilp:

Para comprobar si la falta de funcionalidad de las proteinas Dni2 mutadas era
consecuencia de una localizacion incorrecta de Dnilp, se analizd la ubicacién intracelular
de Dni1l-GFP en cepas dni2A que expresan diversas formas de Dni2. Se observo que en los

mutantes carentes de las cisteinas (Dni2_,. y Dni2 Dnil-GFP aparece localizada de

CSSS)’
forma discontinua a lo largo de la membrana plasmatica (figura 25C), de manera similar a
como lo hace en el mutante nulo dni2A (figura 18B). En el caso de la cepa que expresa la
proteina con la mutacidén C74S, si que es posible detectar cierto incremento de la intensidad
de Dnilp en la zona intercelular en un 25% de los zigotos. Esto se correlaciona con el hecho
de que esta proteina mutante sea capaz de promover la fusidn celular con cierta eficiencia
(ligeramente superior al 20% con respecto a la estirpe control). Sin embargo, si la cisteina
gue se mutageniza en Dni2p es la C85, Dnil-GFP jamas se localiza en la punta del shmoo,
lo que se correlaciona con una falta total de funcionalidad. Por su parte, en el caso de la

estirpe que expresa la proteina mutante Dni2 Dnil-GFP se observa en el microdominio

ACT/
de fusion en un 56% de los shmoos. Ademas parte de la proteina se detecta en puntos
citoplasmaticos cuya naturaleza se desconoce, aunque podrian indicar una retencion parcial
de la proteina en algun organulo implicado en su transporte intracelular. Nuevamente se
puede apreciar cierta correspondencia entre un pequefio nivel de funcionalidad y cierta
deteccion de Dnilp en la punta del shmoo. En cualquier caso, en los mutantes que expresan
Dni2_,s Y Dni2, . la sefial de Dnil-GFP no consiste en un punto nitido e intenso como en

la estirpe WT, sino que parece mas dispersa y débil.

En conjunto todos estos datos sefialan que para que se produzca la fusion celular,
Dnilp necesita permanecer concentrada en el microdominio de fusidn, indicando de nuevo
que la parte funcional del complejo Dnil/Dni2 seria Dnilp. En las cepas que expresan las
proteinas mutantes Dni2C74S y Dni2ACT, Dnilp se detecta concentrada en un porcentaje
de los zigotos, no en todos. Ademas, esta concentracion no es tan eficiente como en el WT,

lo que permitiria explicar el descenso de la funcionalidad.

Cantidad de proteina:

Al analizar los niveles de las versiones mutantes de Dni2p mediante Western-blot,
se puede observar en todos los casos un aumento significativo con respecto al nivel de
la cepa que expresa la proteina Dni2 silvestre (figura 25D). Esto podria deberse a que
continlie la sintesis de las proteinas mutadas, pero al quedar estas retenidas en el RE y
no llegar suficiente cantidad a la zona de actuacién, no se degradaria posteriormente en
las vacuolas. Ademas estas moléculas tampoco estarian siendo eliminadas por el sistema

ERAD, que degrada las proteinas mal plegadas que quedan retenidas en el RE. En el
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caso de algunas de las proteinas mutantes, en particular en la forma C74S, se observa
una acumulacién de formas de baja movilidad electroforética, que podrian corresponderse
con modificaciones postraduccionales. Al exponer la pelicula mas tiempo, también se
observaron estas modificaciones en la proteina (figura 25E). Por lo tanto, parece que
el poder observarlas en las proteinas mutadas se debe exclusivamente a que estas se
encuentran en mayor cantidad en los extractos celulares. En ausencia de dni1*, situacion
en que Dni2p se localiza Unicamente en el RE, también se produce una acumulacién de

estas formas de mayor peso molecular (figura 25E, tercer carril desde la izquierda).
Cantidad de Dnilp:

Con respecto a los niveles de proteina de Dnilp en estos mutantes, en la figura 25F
se muestra cémo la cantidad de Dnilp se incrementa en el mutante nulo dni24, y disminuye

marcadamente en las cepas que portan las proteinas mutantes Dni2 Dni2 .. y Dni2, .

C74s/
Este hecho podria contribuir al descenso de la funcionalidad observado en dichos mutantes,
siempre que fuera necesario que una cantidad minima de Dnilp tuviera que estar presente
en la zona de contacto entre los shmoos para que se promoviera su concentracion y/o su

capacidad de mediar la fusion celular.
Coinmunoprecipitacion:

Para analizar si la incapacidad de las versiones mutadas de Dni2p para concentrar una
cantidad adecuada de Dnilp en el microdominio de fusion se debia a que la interaccién entre
las dos proteinas estaba comprometida, se llevo a cabo un ensayo de coinmunoprecipitacion.
El resultado se muestra en la figura 26. Aunque en los extractos totales revelados con
el anticuerpo a-GFP se observa que existen variaciones entre los niveles de Dni2-GFP,

Dni2_,,.-GFP, Dni2

c7as -GFP y Dni2, -GFP, la cantidad que se inmunoprecipita es bastante

C85S
eficiente. Esta variabilidad en el nivel de las proteinas no guarda correspondencia con lo
que se habia observado anteriormente (andlisis Western-blot de la figura 25D) y pudiera
deberse a que los protocolos utilizados para obtener los extractos fueron diferentes en
ambos experimentos. Mientras que en el ensayo de Western-blot anterior las muestras
correspondian a extractos totales obtenidos por precipitacion con TCA, para realizar la
inmunoprecipitacion fue necesario mantener las proteinas en su estado nativo y extraerlas
de la membrana con la ayuda de detergentes. Por tanto, es posible que la proteina carente
de las cisteina C85 se estuviera extrayendo peor de la membrana, o que fuera mas inestable
una vez extraida. No obstante, en el laboratorio se ha observado experimentalmente que
los niveles de ciertas proteinas pueden alterarse cuando la célula expresa a la vez otra
proteina que interacciona con ella y que también se encuentra etiquetada, lo que podria
explicar esta diferencia. Con respecto a Dnilp, en los extractos totales se observa que
la cantidad de proteina es inferior en los mutantes de Dni2p, de manera analoga a los

resultados obtenidos mediante Western-blot. Aunque la cantidad de partida de Dnilp
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no fuera exactamente la misma a la del
control, tras la coinmunoprecipitacion se
observa claramente que la interaccion de
la proteina con las versiones mutadas de
Dni2p disminuye drasticamente. Ademas
se obtuvo un resultado similar realizando la
coinmunoprecipitacion de manera inversa,
es decir, al inmunoprecipitar Dnil-HA, la
cantidad de Dni2_,-GFP, Dni2_-GFP

y Dni2, -GFP que se detecté en los

C85S

inmunoprecipitados era sustancialmente
inferior a la que se obtuvo con Dni2-GFP

(no mostrado).

Todos estos resultados indican que
tanto las cisteinas del motivo conservado
como el extremo C-terminal de Dni2p
deben mantenerse para que la proteina
pueda realizar eficientemente su funcién:
concentrar a Dnilp en el microdominio de
fusion de la membrana plasmatica. Por
lo tanto, las caracteristicas estructurales
que Dni2p comparte con las claudinas son
esenciales para su funcién. Esto implica
que, al menos estructuralmente, Dni2p es

una claudina de levaduras.

Dni2-GFP: WT C74 C85 ACT

Dnil-HA: +  +

+  +
."" - GFp
Extractos
totales
a-HA
(T B e
IP a-GFP < ‘ :
’ ‘ a-HA
o " o
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FIGURA 26:

Coinmunoprecipitacion entre Dnilp y las versiones
mutadas de Dni2p. Extractos celulares de estirpes
que expresan las proteinas de fusion Dnil-HA y/o las
formas mutadas generadas para Dni2 fusionadas a la
GFP se analizaron mediante Western-blot empleando los
anticuerpos monoclonales anti-GFP o anti-HA. Alicuotas
de los mismos extractos se inmunoprecipitaron con bolitas
magnéticas recubiertas por una anticuerpo anti-GFP para la
inmunoprecipitacion (IP) y se analizaron por Western-blot
con los anticuerpos anti-GFP y anti-HA. También se analizaron
alicuotas antes de llevar a cabo la inmunoprecipitacion
(extractos totales).

2.2.3. Otros elementos estructurales en Dnil y Dni2: motivos small-xxx-small

Al analizar la secuencia de aminoacidos de Dnilp y Dni2p se detectd la presencia

de motivos small-xxx-small en varios de los dominios transmembrana (DTM) predichos

para cada una de ellas. Estos motivos estan compuestos por dos aminoacidos de pequefio

tamafo (glicina, serina o alanina), separados por tres aminoacidos cualesquiera. Estos

motivos generan una estructura especial que promueve la interaccién entre dos hélices

transmembrana, y por tanto favorece la oligomerizacion de las proteinas que los portan

(Lock et al., 2014). En las uniones estrechas las claudinas suelen disponerse a modo

de filamentos, formados por oligomerizacidon (Koval, 2013). Aunque la interaccidon
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entre claudinas habitualmente se produce a través del segundo lazo extracelular
(Lal-Nag y Morin, 2009), recientemente se han descubierto algunos ejemplos en los que
tiene lugar a través de regiones transmembrana (Rossa et al., 2014; Gong et al., 2015).
Dada la relacién demostrada de Dni2 con las claudinas (apartado 2.2.2), se procedid
a investigar in silico la existencia y conservacion de motivos small-xxx-small en los
dominios transmembrana de las claudinas. Para ello se utilizd el programa de alineacion de
secuencias CLUSTALW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/). En la tabla I se muestran
las secuencias alineadas de los DTMs de las claudinas humanas, de Dnilp y de Dni2p,
resaltandose los aminoacidos pequenos de cada motivo small-xxx-small. Se senalan en
diferentes colores los motivos en distintas posiciones, o los casos en que aparece mas de
un motivo en un mismo DTM pero que no esta “en fase” con el anterior. De esta forma,
es posible apreciar la existencia de motivos small-xxx-small en todos los miembros de la
familia. EIl DTM1 de las claudinas humanas presenta un motivo small-xxx-small al principio
de la secuencia que permanece conservado en la mayoria de los miembros. Este motivo no
estad presente ni en Dnilp ni en Dni2p. En el DTM2 llama la atencién la presencia de dos
motivos no encadenados conservados en varios miembros de la familia. Dnilp presenta
un motivo doble (small-xxx-small-xxx-small) en esta hélice, que se alinea con el segundo
motivo conservado en la mayor parte de las claudinas. Con respecto al DTM3 no se detecta
un patrén conservado de distribucién de estos dominios. Lo que si se observa es la presencia
de un aminoacido pequefio, que no forma parte de ningun motivo small-xxx-small, y que
se mantiene en todas las claudinas humanas, asi como en Dnilp y Dni2p. Dni2p presenta
en esta tercera hélice un motivo small-xxx-small que no parece alinearse con ninguno de
los presentes en otras claudinas. Con respecto al DTM4 es posible observar la presencia
de motivos small-xxx-small en todas las claudinas alineadas, asi como en Dnilp y Dni2p.
En la mayoria de las proteinas se conserva un motivo doble al principio de la hélice y este
motivo se mantiene en Dni2p. En Dnilp aparece también un motivo small-xxx-small, pero
posicionado hacia el final de la hélice y conservado Unicamente en una claudina humana,
y que al contrario que Dnilp también presenta el motivo presente en la mayoria de los
miembros de la familia en humanos. El hecho de que varios motivos small-xxx-small se
conserven en la misma posicién en distintas claudinas podria indicar que la presencia de
estos motivos pudiera constituir una nueva caracteristica que definiera a esta clase de
proteinas. Dni2p mantiene el motivo small-xxx-small de la hélice 4, y dado que se ha
demostrado que otros elementos estructurales de las claudinas influyen directamente en
su funcién, seria posible que dicho motivo también lo hiciera. Por esta razoén, se decidio

estudiar con mayor detalle esta caracteristica estructural.

Conelfinde averiguar si el motivo small-xxx-small del cuarto dominio transmembrana
también estaba conservado en las claudinas de otros organismos, se analizdé su presencia
en las proteinas homologas, o en las proteinas anotadas como “proteinas con similitud

a claudinas”, en Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y Danio rerio, asi
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Ccld22 LLIL -——GILIW TRLVPVS-—————— Cld5  LGABLYIBWAATALLMVGGCL-—-=—-—
W

c1d24 ---GIL ITBLVPVS-—--—-- Cld9  LGARLYLEWAAGALLMLGGGL------
€1d34 ---GILNIAAGVFNLIAVL-————-- Cld22 LSLLLGGCLLHC-=~-
€ldl2 —————-- AcTLFFLAGTVELSPEIWVIF-—- | C1d24 FGERLFLEWFABLSLLLGGCL-——---
€1dz0 —---- FAGGVCFMBAGIBSLISTVWY-——-- €ld25 1FLLGGLLLIF-~-
Cldl6 ---ICFVAGATLLIBGTP@IIGEV------- cldz LESLIAGIILCE-~-
cldl  -MRMEVIGEAIFLLAGLAILVA--------- Cldl4 SLELIGETLLCL—-~
€c1d7  ---I@EMGGETTFIVEGLARI VACS-————-- Cldls LISTLGBLCLCSA—-
Cldl4 --TE@ILGETLFILAGLLCMVAV---———-- cldg  --——-- LVLIVGGALECCVEC
€1d19 ---V@TAGEALFILAGLCTLTAVS------- C1dl7 VLFIGGLLCRF--
¢ldz  ---V@vVAGEVFFILBGLLEFIPVA--—---- Cldl SLCLLGGALLCC-—-
€1d10 ---IBCLABIVFILEGLCEMTGCS———-——- Cld1l0 SLCIIGGVIFCE-—-
€1d18 ——-——--—— IMFIVBGLCATAGVSVEANML- | C1d7  FGPRIFIEWAGBALVILGGAL-—----
€1d3  ---ITIVAGVLFLLAALLTLVPVS--===~- Cldl9  FGPYLEVEWASEGLAVLGESF---——-
Cld4d  ----MIVAGVVFLLAGLMVIVPVSW------ Cldll VLCLVGGCVILCC--
c1d15 ---1jfifjr2Ef a1 8cicBuvarswyar--- | €ld23  —---- CLLLLGErELALEr-
CLDND1 —--——==-~ ILHLLAGLCTLGSVcYvilleT- | €1d34 --AIQVAGIGVLPMLLTGMFSLF----
€ld17 —=-——--——- LPILTGIFVLIPVSWTANIIT | Cldlé --MEGSLECFLEGAVLTCCLYLE----
C1d25 ======-=-- LEffsasfrTLLPvSwVARATT | €1d20 -GGRIYIRFISEMLLFISGMIF-----
€1d5  ——-——---- VLYLFCGLLALVPLCWFANIV- |DPni2  —--EAVFEWISEGFFLLFSLIHLGLW-
€1ld11 ------- AGVLLILLALCALVATIWFPYV--- |Dnil  ----MIFLWCSMGLVTLTEITDEIILL
CLDND2 ======= TSAFLFLGGLLLLTALIGYTV--- | Cld12 ----vvVTIfjsaclLFMTSLILEIW--
Dnil  -ISLSFFSFFSILVTALFAHVAVS------- CLDNDZ 'WLlLPFIILRIFCFLLADMIM """
Dni2  ————- WSISCLTTSTAACLLLELOMELA--- CLDND1 ----FCLEBCVSHPLOFMASALFIWA--
TABLA I:

Alineamiento de las secuencias de las hélices transmembrana de Dnilp, Dni2p y de las claudinas humanas. Se
sefialan en distintos colores los motivos small-xxx-small en diferentes posiciones del dominio transmembrana (DTM). En la
hélice 3 se resalta en gris la presencia de un aminoacido pequefio conservado en todas las secuencias alineadas. El alineamiento
se realizd con el programa CLUSTALW.
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como en distintas proteinas flngicas
que comparten las caracteristicas
estructurales de las claudinas. En
la tabla Il se puede apreciar que el
motivo small-xxx-small que permanece
altamente conservado en la hélice
4 de las claudinas humanas, sélo
aparece conservado en algunas de las
proteinas similares de otras especies,
pero no en la mayoria. De hecho, de
todas las posibles claudinas fungicas,
Unicamente Dni2p lo conserva.
Asimismo, todas las proteinas
alineadas contienen en el DTM4 un

aminoacido hidrofdobico conservado.

Con el objetivo de estudiar si
los motivos small-xxx-small funcionan
como tales en Dnilp y Dni2p, y no
aparecen al azar (ya que glicina, serina
y alanina son aminoacidos habituales
en las regiones transmembrana),
se procedid a realizar una serie de
experimentos, cuyos resultados se

detallan a continuacion.

TMD4

Dr7B -——= [FIBWAG F:.IJ]MCI;}.\'H.I ——————
Dr7A -—-AfIFIEWGGEFLDVLGEAMLE---——-
DrZF-AJ ~FGRAIFICWGRAVLLVIGGGL-——————-
DrZF-AB0 -LGAELFIfwcrBCLILLCCRL——--———-
Dni2 ----@AVFEWISEGFFLLFSLIHLGLW---
ScFigl ~ —-—-m- VMAWFSFAFLLLDSVVLWLIF-—-
casur? = -————-- IMWAAFACLLICWLLIFAGTI--
CaFmp45 -——-AFGILWTAVACLLISFVSLVVLTCL-
CeNsSY-4 -VGTAFFLOMARAFCHLIBFLIAMLFTYF-
cecLC-1  ————- FWLAVCEL I LEAADVILGALTVCL-
CeCLC-4 ----BruvBvcrwcrvviprirasFlIFEll
DmSINUOUS WEGWEFI LECVGTVLTLVAS TLEL---—-~-
DmKUNE -—-WHraL@VVGEVLLLPSGVLYLY - -—--
CeCLC-3 -——WHFWMBYVVSTGILLCSAFLLCV-———~
DmMEGA --GWfYALJVVTFMLLGLARLIL-~~~-~~~
CeVAB-9  --———- GIAWGATLFTIGATIMLIC---—-
ScECM-7 ————- LevTWEALLWCEHEGLIBvsCcL-—--
ScYNL194C ~  ——--——- LIWTTVFLLIVNAICCTIMVA--
ScFmp45 ——--- FAFIWTSVFLMLVNAIWSTIF-—--
scsur?  —=--- MGMAWASVFLCIVEFILLVEW-—--
CeCLC-5  -———- y¥LAGLEFVIBVITVLFARLY-———
ScPunl  —---- QGLMWGAVVGHLLNFILWCSV--—-
caFigl ~  ——---- AMTWTAFSFILMMELEACTEwwm-
cecLC-2  ——————— IBLTGEFVYLVAIILEVVHVL -~
Dnil 0 =———- MIFLWCSMGLVTLT! ITDIIILL——
CeHPO-30 ——M?GSMLLIAIFIPIIFCIYFLI ——————
TABLA II:

Alineamiento de la cuarta hélice transmembrana de
distintas claudinas y proteinas con similitud a claudinas.
Las proteinas analizadas proceden de las especies Danio rerio (Dr),
Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm),
Candida albicans (Ca) y Saccharomyces cerevisiae (Sc). Se sefialan
en distintos colores los motivos small-xxx-small en diferentes
posiciones del dominio transmembrana (DTM). Se resalta en gris
la presencia de un aminoacido hidrofébico conservado.

2.2.4. Los motivos small-xxx-small son necesarios para la funcion de Dni2p pero

no para la de Dnilp

Con el propésito de conocer la influencia de los motivos small-xxx-small en la

funcionalidad de Dnilp y Dni2p, se procedié a eliminarlos del DTM correspondiente mediante

mutagénesis dirigida. Para ello se intercambiaron los dos/tres aminoacidos pequefios por

leucinas, que es un aminoacido voluminoso. Las versiones mutadas de las proteinas se

expresaron en cepas que carecian de los genes dnil* o dni2* respectivamente, y se analizd

el porcentaje de fusidon como medida de su funcionalidad. Si los motivos fueran dispensables

para la funcién de la proteina, la eficiencia de fusion seria similar a la de la estirpe silvestre,

ya que la forma mutada del gen complementaria la delecién del mismo. En caso contrario,

se detectaria una disminucién en dicha eficiencia. Como se puede observar en la figura 27A,

los motivos small-xxx-small no son esenciales para la funcién de Dnilp. Por el contrario,
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cuando se mutageniza el motivo presente en el DTM3 de Dni2p el porcentaje de fusién
disminuye un 30% respecto al valor del WT, y este porcentaje desciende drasticamente
cuando se elimina el motivo presente en el DTM4. Para averiguar si esta disminucion en la
funcionalidad era consecuencia de una inestabilidad de las proteinas mutadas, se fusiono
la GFP a las versiones mutadas y se analizd su nivel mediante Western-blot. Como se
observa en la figura 27B el nivel de expresion de las proteinas mutadas es mayor que el
de Dni2-GFP. Ademas no se observa una mayor acumulacion de la banda correspondiente

a la GFP, lo que indica que las proteinas mutadas no son mas inestables que la silvestre.

100 -

% Fusion

Dnil Dnil Dni2 Dni2
DTm2 DTM4 DTM3 TMD4 GFP - . 2

dni1A dni2A T PP

Dni2 DTM3 Dni2 DTM4

FIGURA 27:

Implicacion de los motivos
small-xxx-small en la
funcionalidad de Dnilp vy
Dni2p. (A) Eficiencia de fusion
de cepas h*°dnil1A o h*°dni2A que
expresan las formas de dnil* o
dni2*, respectivamente, en las que
se han mutagenizado los motivos
small-xxx-small presentes en los
dominios transmembrana (DTM)
que se indican. La conjugacion
se indujo en placas de MM
incubadas a 32°C durante dos
dias, n=500. (B) Western-blot
con los anticuerpos anti-GFP y

Dnil-GFP

anti-Cdc2 (control de carga) de
extractos totales procedentes de
cepas h% dni2A (D), h* dni2A
que expresa la proteina Dni2-GFP (WT) y cepas h*°dni2A que portan las proteinas de Dni2p con motivos small-xxx-small mutados
marcadas con GFP. Los asteriscos sefialan bandas inespecificas. La conjugacién se indujo en MM-N liquido. (C) En los paneles
superiores se muestran zigotos que portan las versiones mutadas de Dni2 fusionadas a la GFP. En los paneles inferiores se
presentan zigotos de estirpes h% que expresan las proteinas mutadas de Dni2p y la proteina de fusion Dnil-GFP. Las puntas de
flecha sefialan el microdominio de fusidn y las flechas zigotos con marcaje en el RE. La induccidn de la conjugacion se llevo a cabo
en MM-N liquido. Las fotografias se realizaron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 5 um.
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Estos resultados estarian indicando que Dni2p pudiera oligomerizar a través del
DTM4, y que esa oligomerizacién fuera esencial para su funcién. Ademas, el defecto que se
produce en el mutante de la hélice 4 no se recupera completamente a bajas temperaturas,
como sucede cuando se deleciona dni2* (datos no mostrados). Una posible explicacién
para este hecho es que esta proteina mutada actle como dominante negativa, interfiriendo

con la funcionalidad de otras proteinas que participan en la fusion celular.

Viendo que los motivos small-xxx-small en Dni2p podrian tener relevancia funcional,
se procedié a analizar la localizacion de las proteinas mutadas fusionadas a la GFP. En los
paneles superiores de la figura 27C se puede observar que en el caso del mutante del
DTM3, la proteina si que se acumula en el microdominio de fusidn (se indica con una punta
de flecha), aunque hay una parte que se queda retenida en el RE (se sefialan los zigotos
con una flecha), lo que podria explicar el descenso en la eficiencia de fusion. La proteina
mutante del DTM4 se observa Unicamente en el RE, lo que explicaria la pérdida total de
funcionalidad. Este resultado podria indicar que la oligomerizacion a través de dicha hélice
pudiera tener lugar en este organulo. De hecho se ha propuesto que la oligomerizacion de
las claudinas pudiera tener lugar tanto a lo largo de la ruta secretora como una vez que se
insertan en las uniones estrechas (Koval, 2013). El primer caso podria ser equiparable al
de Dni2p.

Para averiguar si los motivos small-xxx-small de Dni2p influirian en su relacién con
Dnilp, se analizé la localizacion de Dni1-GFP en los mutantes de dni2*. En el caso del mutante
del DTM3, Dnilp se observaba concentrada en el microdominio de fusidn, localizacidon que
no se observa cuando el motivo mutagenizado es el de la hélice 4 (figura 27C, paneles
inferiores). En este ultimo caso Dnilp se localiza como un conjunto de puntos a lo largo
de la membrana plasmatica, de manera similar a como lo hacia en ausencia de dni2+
(figura 18B). De este modo, nuevamente se detectd correspondencia entre la ausencia de

Dnilp concentrado en el microdominio de fusién y un defecto en fusién celular.

2.2.5. Dni2p interacciona consigo misma a través del motivo small-xxx-small de
la cuarta hélice transmembrana (DTM4)

Una técnica utilizada habitualmente para evaluar cuantitativamente la tendencia
de un DTM a asociarse consigo mismo dentro de una membrana bioldgica es el ensayo
TOXCAT. En la figura 28A se representa un esquema del principio en el que se basa este
ensayo. Consiste en la expresion del DTM de interés como parte de una proteina de fusion
en la bacteria E. coli. Esta proteina de fusidén contiene en el extremo N-terminal el factor
de transcripcion dependiente de dimerizacion ToxR de Vibrio cholerae, de manera que si
el dominio transmembrana es capaz de asociarse, el factor de transcripcion dimerizara y

activara la expresion de un gen reportero. Ademas, la proteina de fusion contiene en su
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extremo C-terminal la proteina de uniéon a maltosa (MBP) MalE de E.coli, que permitira

detectar su expresion mediante Western-blot.

Para realizar el ensayo TOXCAT, la proteina de fusién que incluye el DTM objeto
de estudio se expreso en la cepa de E. coli MM39. Esta cepa presenta una mutacion en
el gen malE, que provoca un defecto en la toma de maltosa, y por lo tanto es incapaz de
consumir este azlcar desde el medio de cultivo. MalE es una proteina monomeérica del
espacio periplasmico de E. coli que forma parte del sistema de toma de maltosa, actuando
en el reconocimiento de este disacarido y de maltodextrinas. De esta forma, solo los clones
en los que la proteina de fusidn se inserte en la membrana plasmatica en la orientacion
correcta (MalE hacia el espacio periplasmico y ToxR hacia el citoplasma) seran capaces de
crecer cuando la Unica fuente de carbono disponible sea maltosa. Por esta razon, el primer
control del experimento que se realizd, fue comprobar el crecimiento de las cepas con las
gue se haria en el ensayo TOXCAT en medio M9+maltosa. Se seleccionaron solamente
los clones capaces de crecer en este medio que contenia maltosa como Unica fuente
de carbono. Otro control que se llevd a cabo fue la deteccion de la proteina de fusidn
correspondiente mediante Western-blot utilizando un anticuerpo anti-MBP, que reconoce
especificamente MalE. Se detectd expresion de la proteina de fusién en todos los casos

(resultado no mostrado).

El gen reportero que se expresa como resultado de la dimerizacién del factor
de transcripcion ToxR codifica la enzima claranfenicol acetil transferasa (CAT).
Consecuentemente, el ensayo TOXCAT se llevd a cabo mediante la valoracién de la actividad
CAT, tal y como se ha detallado en el punto 6 de “Materiales y Métodos”. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 28B. Los controles estandar del experimento contienen
el DTM de la glicoforina A, una proteina transmembrana presente en la membrana de
los eritrocitos. El control positivo (GpA) porta el DTM silvestre, mientras que el control
negativo contiene una versién en la que se ha mutagenizado el motivo small-xxx-small
(G83I) (Russ y Engelman, 1999). En la grafica se asigna un valor del 100% a la interaccién
detectada en el caso del control positivo. Este nivel de interaccidn disminuye drasticamente
en el control negativo. Los resultados se muestran como porcentaje de interacciéon con

respecto al del control positivo.

En la figura se observa como hay cierto nivel de interaccién en el DTM2 de Dnilp, y
una interaccion mucho mas fuerte en el caso del DTM4. La asociacion de la hélice 4 presenta
unos niveles similares a los del control positivo; por esta razén se decidié comprobar si la
interaccion tenia lugar a través del motivo small-xxx-small presente en dicho DTM. Para ello
se llevo a cabo el ensayo TOXCAT con el DTM4 de Dnilp en el que el motivo small-xxx-small
se habia mutagenizado. Sorprendentemente, la eliminacion de dicho motivo provocaba un
aumento en la fuerza de interaccion de la hélice 4 de Dnilp. Con respecto a Dni2p, se

observo interaccion tanto en el DTM3 como en el DTM4, siendo la de este Ultimo mucho mas
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fuerte y alcanzando unos niveles similares a los del control positivo. Al analizar los datos
del ensayo TOXCAT que se obtuvieron para las hélices mutadas de Dni2p, se detectd que
para el DTM3 el nivel de interaccién no variaba significativamente con respecto a los datos
obtenidos para el DTM3 silvestre, lo que indica que el motivo small-xxx-small presente
en la hélice 3 de Dni2p no es necesario para su interaccion. Sin embargo, cuando se
mutageniza en DTM4 de Dni2p, la fuerza de interaccion desciende de manera significativa
al compararse con el valor obtenido para el DTM4 silvestre de Dni2p. No obstante, la hélice
4 mutada de Dni2p presenta un nivel de interaccion significativamente superior al del
control negativo, pero similar al del DTM2 de Dnilp y a los del DTM3 silvestre y mutante
de Dni2p.

A
periplasm
membrane
- ctx promoter reporter gene (cat)
B
140 - l
a 120 1
8- ok
§_E_ 100 A
r_
S 80 A
©
2
© J
E 60
o
S 40 4
2
-
[§]
< 20 4
0 4
GpA G83| DTM2 DTM4 DTM4 DTM3 DTIVI3 DTM4 DTM4
Dnil Dnil mut Dni2 mut Dni2 mut
Dnil Dni2 Dni2
FIGURA 28:

Cuantificacion de la interacciéon entre dominios transmembrana mediante el ensayo TOXCAT. (A) Esquema del
fundamento del ensayo TOXCAT, realizado in vivo en células de E. coli. El método se basa en la expresion de una proteina de
fusion que contiene el dominio transmembrana (DTM) objeto de estudio, la proteina de unién a maltosa MalE y el activador
transcripcional ToxR. La interaccion entre los DTMs promueve la expresion de la enzima cloranfenicol acetil transferasa (cat),
cuya actividad enzimatica puede valorarse por espectrofotometria (Finger et al., 2009). (B) Datos del ensayo TOXCAT para
varios DTMs de Dnilp y Dni2p. Se presentan como el porcentaje de la actividad CAT respecto a la de GpA, un DTM susceptible de
dimerizacion fuerte. El control negativo corresponde a valores obtenidos para una forma mutada de GpA que carece del motivo
small-xxx-small. Los datos corresponden a la media de tres replicados bioldgicos. Se representa la desviacion estandar y la
significacion estadistica (**= p<0,01, t-student).
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En el ensayo TOXCAT las hélices deben orientarse con el extremo N hacia el
citoplasma y el extremo C hacia el especio periplasmico. Cuando las proteinas Dnilp y
Dni2p se encuentran en la membrana de S. pombe, las hélices 2 y 4 de cada una de ellas
se disponen con el extremo N hacia el exterior y el C hacia el citoplasma. Aunque en el
ensayo TOXCAT se ha cambiado esta orientacién, los propios controles positivo y negativo
que se utilizan rutinariamente presentan este mismo cambio (Schneider et al., 2007).
Ademas de los ensayos que se han descrito anteriomente, también se llevd a cabo el ensayo
TOXCAT variando la orientacion de la hélice 4 de Dni2p, de manera que se dispusiera en la
membrana de E. coli en la misma orientaciéon que en la membrana de S. pombe. En este
caso se obtuvo un nivel de interaccidén préximo a cero. Esto pudiera ser debido a que las
proteinas comienzan a sintetizarse por el extremo N-terminal, y por ello el orden en el que
se insertan los aminoacidos en la cadena polipeptidica seria el inverso al que se sigue en
condiciones normales. De esta forma es probable que el plegamiento que adquiera esta
hélice fuera diferente al que toma cuando se sigue el orden de secuencia natural. Ademas,
mediante el ensayo TOXCAT lo que se mide es el nivel de interacciéon de dos hélices en el
seno de una membrana bioldgica, y partiendo del hecho de que esta no es la membrana en
la que la hélice se inserta en condiciones naturales, el cambio de orientacion de la misma

no resulta de vital importancia.

Estos resultados parecen indicar que los DTMs de Dnilp y Dni2p que se han estudiado
mediante la técnica TOXCAT presentan un nivel de interaccion basal de aproximadamente
un 60% con respecto al control positivo. Sin embargo, la interaccién del DTM4 de Dni2p es
superior al 80% vy esta interaccion se ve favorecida por el motivo small-xxx-small, ya que
al mutarlo el nivel de actividad CAT se reduce significativamente. Con respecto al DTM4
de Dnilp, su capacidad de interaccidén produce una actividad CAT superior al 90%; sin
embargo en este caso su capacidad interaccién no se ve debilitada, sino que curiosamente
se hace mas fuerte al eliminar el motivo small-xxx-small. Estos resultados permiten
concluir que ambas proteinas interaccionan consigo mismas a través del DTM4, ejerciendo
el motivo small-xxx-small una accién positiva para dicha interaccion en el caso de Dni2p,
pero no asi en el de Dnilp. Dado que la falta de funcionalidad de la proteina Dni2p con
este dominio mutado es similar a la de la ausencia de la proteina (mutante nulo dni2A),
parece que la oligomerizacion de Dni2p es necesaria para la fusién celular. El hecho de que
la proteina Dni2p mutada en la hélice 4 se localice Unicamente en el RE podria indicar que
la estructura de la misma esta alterada de manera que no puede salir de este organulo, o

que su oligomerizacion podria tener lugar en el RE y esto seria un requisito para su funcion.
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3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CONCENTRACION DE Dnilp Y
Dni2p EN EL MICRODOMINIO DE FUSION

Como se ha mencionado en algunos de los apartados anteriores, durante el proceso
de conjugacion tanto Dnil-GFP como Dni2-GFP se observan concentradas en la zona de
contacto entre los dos shmoos que entran en conjugacién, zona que se ha denominado
“microdominio de fusién” por entender que se trata de una regidon especializada de la
membrana plasmatica, enriquecida en ciertas proteinas necesarias para la fusidon celular.
Ademas parece ser que para que la fusién de dos shmoos tenga lugar es absolutamente
necesario que Dnilp mantenga esa ubicacion. Por su parte, Dni2p juega un papel importante
en promover y/o estabilizar esa localizaciéon de Dnilp. Con el fin de obtener informacién
adicional acerca de la funcién de estas proteinas, se analizé qué procesos y/o componentes
celulares son necesarios para que Dnilp y Dni2p se concentren en el microdominio de

fusion.

3.1. Papel de la endocitosis en la concentracion de Dnilp en el microdominio de
fusion

Se sabe que la localizacion polarizada de muchas proteinas transmembrana se debe
a un equilibrio entre su secrecion, su difusion lateral y su endocitosis (Marco et al., 2007;
Trimble y Grinstein, 2015). En el apartado 2.2.1. se ha descrito como la proteina mutante
Dnil, -GFP se detecta concentrada en la punta del shmoo, pero también se observa
distribuida a lo largo de la membrana plasmatica, y se ha sugerido que el extremo C-terminal
de Dnilp pudiera estar relacionado con la endocitosis de dicha proteina. Dado que Dnilp
necesita permanecer eficientemente concentrada para que se produzca la fusion celular,
se estudié la influencia de la endocitosis en la creaciéon del microdominio de membrana

enriquecido en Dnilp.

3.1.1. La endocitosis es necesaria para una fusion celular eficiente

Como punto de partida para contestar a la pregunta planteada, se analizé si mutantes
defectivos en el proceso de endocitosis presentan un defecto de fusidén celular durante la
conjugacion. Se sabe que End4p (Sla2p en S. cerevisiae) es esencial para el proceso
de endocitosis en S. pombe. Ademas, se ha descrito que la ausencia de end4+* provoca
defectos en la aglutinacion, y que la eficiencia de esporulacion disminuye hasta un 35%
con respecto a la de la estirpe WT (Iwaki et al., 2004). Para comprobar si este descenso se
debia, al menos en parte, a una incapacidad de las células para fusionarse, se caracterizo
este defecto con mas detalle. Para ello se contabilizd el porcentaje de los distintos tipos

celulares que se pueden observar durante la conjugacion. El experimento se llevd a cabo a
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diferentes temperaturas, ya que el mutante end44 es termosensible (Iwaki et al., 2004).
Una acumulacién de shmoos sin aparear indicaria defectos en aglutinacién; una acumulacion
de prezigotos seria consecuencia de problemas en fusidn celular (como se ha comentado
en secciones anteriores), y la presencia de ascas aberrantes (es decir, con tres o mas de
cuatro ascosporas) indicaria defectos en meiosis. En la figura 29A se puede apreciar que
a medida que se aumenta la temperatura de incubacién, en el mutante end4A se produce
una acumulacion tanto de shmoos, como de prezigotos y ascas aberrantes, indicando
que el problema en conjugacion de end4A responde a diferentes factores. Como el objeto
del presente trabajo era el estudio de la fusidn celular, se calculé dicho parametro como
el numero de zigotos + ascas (especies en las que ha tenido lugar la fusién) respecto al
numero total de células en conjugacién (prezigotos + zigotos + ascas). En la figura 29B
se observa que efectivamente end4A manifiesta un defecto en fusién celular. Ademas, y al
igual que sucede con los mutantes dniA, este defecto se agrava al aumentar la temperatura.
Este hecho podria ser indicativo de que End4p pudiera estar ayudando a concentrar a
Dnilp en la punta del shmoo.
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FIGURA 29:

Caracterizacion del defecto en conjugacion del mutante end4A. (A) Representacion grafica del porcentaje de los
distintos tipos celulares que se observan durante el proceso de conjugacion en las estirpes h® WT y end4A incubadas
a diferentes temperaturas. (B) Porcentaje de fusién de las mismas cepas que en A, cuantificado como el nimero de
zigotos + ascas respecto al nimero total de prezigotos + zigotos + ascas, a distintas temperaturas. En ambos casos la
induccion de la conjugacion se llevé a cabo en placas de MM, n=500.

3.1.2. La endocitosis contribuye ligeramente a concentrar a Dnilp en la punta
de los shmoos

Con el fin de conocer si realmente el proceso de endocitosis influiria en la
concentracion de Dnilp en la zona de contacto intercelular, se analizd la localizaciéon de

dicha proteina fusionada a la GFP cuando se delecionaba end4*. En la figura 30 se observa
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que en el mutante end4A, Dnil-GFP se detecta concentrada en el microdominio de fusién
(se indica con una punta de flecha), aunque también se aprecia cierta sefial fluorescente a
lo largo de la membrana plasmatica. Esta localizacion recuerda a la que se habia observado

para la proteina mutante Dnil, -GFP (figuras 24B y 30).

dnilA dnilA end4A dnilA dnilA
Dn|1'GFP Dnil'GFP Dn|1ac'r = GFP DnilLngg_ZODAA‘ GFP

FIGURA 30:
Localizacion de Dnil-GFP en condiciones que comprometen su endocitosis. Fotografias de zigotos que expresan

las versiones de Dnilp WT, ACT o con el motivo di-leucina mutagenizado (LL199-200AA) fusionadas a la GFP en las
estirpes h*° dnilA o h% end4A. Las puntas de flecha sefialan el microdominio de fusion. Las fotografias se realizaron con

un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 2,5 pm.

Para poder disponer de una informacién mas exacta de la concentracion de Dnil-GFP
en la zona de contacto entre los shmoos, se cuantificd la intensidad de la fluorescencia
asociada a Dnil1-GFP en las distintas cepas mediante un analisis por line-scan. Para ello
se trazd una linea a lo largo de la prolongacién del shmoo de una longitud de 12 um. Se
tomo6 como valor 0 la punta del shmoo, y se cuantificaron 6 pm a ambos lados de esta
zona (figura 31A). En cada grafica se representa la media de los valores obtenidos para
80 shmoos. Como se puede observar en la figura 31B, en el mutante end44, Dnilp se
extiende muy ligeramente por la zona de la membrana plasmatica adyacente a la zona de
contacto intercelular, situacién que no se observa en el control WT. Esta diferencia, aunque
pequena, es estadisticamente significativa, lo que demuestra que la endocitosis contribuye
a la concentracion de Dnilp, aunque lo hace de manera muy moderada. Ademas estaria
de acuerdo con el hecho de que el defecto especifico en fusion celular de end4A no sea tan
drastico como el de dni1A (mutante en el que no hay proteina Dnilp en el microdomio de
fusidn) o dni2A (mutante en el que Dnilp se extiende totalmente a lo largo de la membrana

plasmatica, sin que se observe nunca concentrada en el citado microdominio).

3.1.3. Dnilp contiene en su extremo C-terminal un motivo di-leucina que
participa en su endocitosis

Como por microscopia la localizacion de Dni1-GFP en el mutante end4A parecia similar

ala que se habia observado para Dnil,_-GFP en una estirpe silvestre para end4* (figura 30),



FIGURA 31:
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Contribucion de la endocitosis a la concentracion de Dnilp en el microdominio de fusién. (A) Diagrama explicativo
del procedimiento seguido para la cuantificacion del line-scan. Se trazé una linea de 12 pm que recorria la prolongacion de cada
uno de los dos shmoos que forman cada prezigoto, y se midid la intensidad de fluorescencia de la GFP a lo largo de esa linea.
Se tomd como valor 0 la punta del shmoo, y se cuantificaron 6 pm a cada lado de esta zona. (B) (C) (D) y (E) Representacion
grafica del line-scan de zigotos que expresan Dnil-GFP en las estirpes h* dnilA (WT) o end4A, Dnil, . GFP en la estirpe
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se decidié evaluar el nivel de difusion de la proteina truncada a lo largo de la membrana
plasmatica. En el line-scan de la figura 31C se percibe que efectivamente Dnil,_ se
extiende levemente por la membrana, de manera que se aprecia cierta fluorescencia en
las zonas de la membrana plasmatica adyacentes al microdominio de fusidn, situacion que
no se da en el caso del control silvestre Dnil-GFP. Sin embargo, al combinar la delecién
del extremo C-terminal de Dnilp con la falta de endocitosis (proteina Dnil, -GFP en el
mutante end44), se puede ver cdmo la proteina mutante se extiende aln mas por la
membrana (linea azul en la figura 31D). Este resultado estaria indicando la existencia de
una sefal en el extremo C-terminal de Dnilp que contribuye a la concentracién de Dnilp
por un mecanismo diferente o adicional a la endocitosis, o al menos a la funcién de End4p

en la endocitosis.

Al analizar la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de Dnilp, se
encontré un motivo di-leucina adyacente a la porcidon que se habia delecionado en la
version mutante Dnil, . Estos motivos son reconocidos por los complejos adaptadores
de clatrina tipo AP, que regulan tanto la endocitosis como la secrecion de proteinas de
membrana. Los dos residuos de leucina habitualmente estan precedidos por un aminoacido
con carga negativa y otro polar (Pandey, 2010). En la secuencia de Dnilp, aparecen antes
de este motivo di-leucina (LL) un acido aspartico y una serina, aminoacido con carga
negativa y polar, respectivamente. Es posible que al delecionar el extremo C-terminal de
Dnilp, se hubiera modificado la configuracion de esta region, impidiendo asi el acceso de
las proteinas que reconocerian el motivo LL. Sin embargo, atendiendo a la topologia que se
predice para Dnilp en la base de datos PomBase, este motivo LL formaria parte del DTM4,
y por ello no seria factible que actuara como sefial de reconocimiento para el complejo
AP-2 durante la endocitosis. No obstante, como se ha discutido en el punto 2.2.1., la
veracidad de dicha prediccion es cuestionable, y seria posible que el motivo di-leucina
si que se localizara en la porcion citoplasmica del extremo C-terminal de Dnilp. Por otro
lado, también cabe la posibilidad de que este motivo pudiera actuar formando parte de
la hélice transmembrana mediante un mecanismo desconocido. De hecho, se ha descrito
que la localizacion de determinadas proteinas con un paso transmembrana depende de
determinados aminoacidos que integran el DTM. Este reconocimiento tiene lugar tanto en

levaduras como en mamiferos (Quiroga et al., 2013).

Por ello se procedié a mutagenizar el motivo DSIILL para asi analizar si realmente
actlia como una sefal para la internalizacién de Dnilp. Se reemplazaron las dos leucinas

por dos alaninas y se generd la proteina mutante Dnil Al analizar la eficiencia

LL199-200AA"
de esporulacién de una estirpe h% dnilA que portaba dicha proteina, se pudo comprobar
que ésta continuaba siendo funcional (no mostrado). En la figura 30 se muestra que esta
proteina mutada, fusionada a la GFP, se observa como un punto discreto en la zona de

contacto entre dos shmoos. Sin embargo, también se aprecia cierto nivel de fluorescencia
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a lo largo de la membrana plasmatica, indicando cierta difusion de la proteina. El patron de
localizaciéon observado por microscopia es parecido al que presenta la proteina Dnil,_-GFP,
y también al de Dni1-GFP en el mutante end4A. Dado que si existiera alguna diferencia
con el control silvestre Dnil-GFP se apreciaria mejor mediante una cuantificacion por
line-scan, se llevd a cabo este procedimiento. Como se puede observar en la figura 31E,
efectivamente al mutagenizar el motivo LL, Dnilp se extiende levemente por la membrana,
siendo la grafica similar a la obtenida para la proteina Dnil-GFP silvestre expresada en el
mutante end4A. Este resultado sugiere que el motivo di-leucina del extremo C-terminal
de Dnilp pudiera actuar como una sefial para la endocitosis de la proteina. Por otro lado,
este resultado también estd de acuerdo con la hipdtesis de que el dominio C-terminal
contribuya a la concentracion de Dnilp por un mecanismo adicional a la endocitosis, o al

papel que End4p juega en la endocitosis.

3.1.4. El mutante dnilA no presenta defectos en endocitosis

Puesto que se habia observado que tanto la ausencia de endocitosis como la ausencia
de Dnilp producen defectos en la fusion celular, se procedid a investigar si el defecto en
fusion del mutante dni1A se debia, al menos en parte, a una alteracién de la endocitosis en
dicho mutante. Para abordar esta cuestion se analizé dicho proceso en cepas que carecian

del gen dnil* mediante tres estrategias:

- Toma de FM4-64: compuesto organico lipofilico que marca la internalizacion de
vesiculas de membrana plasmatica, y de las proteinas transmembrana asociadas a
ella (Vida y Emr, 1995).

- Localizacién de Map3-GFP: se trata del receptor de la feromona en las células
h, y se utiliza como marcador de la endocitosis de proteinas de membrana
(Iwaki et al., 2004).

- Toma de Lucifer vyellow: permite el estudio de Ila endocitosis de fase
fluida; se toma por endocitosis y se almacena en el lumen vacuolar
(Aghamohammadzadeh y Ayscough, 2009).

Todos estos analisis se realizaron a 25°C en shmoos generados en cepas
h-cyriA sxa2A tratadas con feromona, que permiten llevar a cabo estos experimentos de
una manera mas sincronizada. En todos los casos, la estirpe dnilA se comporté de manera
similar al WT (datos no mostrados). Este resultado constituye una indicaciéon de que la
ausencia de dnil1+* no provoca defectos aparentes en endocitosis, y que el defecto en fusion

celular de este mutante se debe a la alteracién de algun otro proceso.
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3.2. Papel de la actina en la concentracion de Dnilp en el microdominio de fusion

En la secciéon 2.1.2. se ha descrito que Dni2p es esencial para que Dnilp se
concentre en la zona de contacto intercelular. Por otro lado, se sabia que el tratamiento
con latrunculina A (sustancia que promueve la despolimerizacion de las estructuras de
actina) influye en la localizacién de Dnilp, de manera que Dnil-GFP se detecta a lo largo
de toda la proyeccién del shmoo sin permanecer concentrada en el microdominio de fusién
(Clemente-Ramos et al., 2009). Una hipdtesis que permitiria integrar ambos resultados
seria que Dni2p estuviera anclando a Dnilp al citoesqueleto de actina en la zona de contacto
entre los shmoos. A continuacion se detallan una serie de experimentos llevados a cabo

para abordar esta cuestién.

3.2.1. Lalocalizacion de Dni2p en el microdominio de fusion requiere la integridad
del citoesqueleto de actina

En la seccion 2.1.1. se ha descrito que Dnilp y Dni2p colocalizan como un punto
discreto en el microdominio de fusién. Para comprobar si la actina, ademas de contribuir
a la localizacion correcta de Dnilp, realizaba la misma funcion para Dni2p, se procedio
a analizar la ubicaciéon de Dni2p cuando las células se sometian a un tratamiento con
latrunculina A. El experimento se realizd en una estirpe cyriA sxa2A a la que se habia
afiadido la feromona factor P para inducir la formaciéon de shmoos. En la figura 32 se muestra
que tanto Dnil-GFP como Dni2-GFP dejan de detectarse concentradas en la punta de los
shmoos tras la despolimerizacion de las estructuras de actina. Este resultado indica que
el citoesqueleto de actina deber permanecer en perfectas condiciones para que complejo
Dnilp-Dni2p se localice correctamente. Ademas, se puede observar que la localizacion de
Dnilp en el cultivo tratado con la droga recuerda a su localizacién en el mutante dni2A.
Este resultado podria indicar que quiza Dni2p actle anclando a Dnilp a la actina, y que el
efecto de la latrunculina A en la localizacién de Dnilp podria deberse a que Dni2p deja de

estar concentrado en la punta de los shmoos cuando no hay actina.

Para analizar si la presencia de Dnil-GFP a lo largo de la membrana que se detectaba
en ausencia de actina y en ausencia de dni2* eran similares, se procedid a realizar una
cuantificacion mediante line-scan. En la figura 32B se muestra que en ambos casos
Dnil-GFP se extiende por la membrana desde la punta del shmoo, pero que la difusion
alcanza unos niveles significativamente superiores en el mutante dni2A. Esto podria indicar

a priori que si Dni2p anclara a Dnilp a la actina, debe hacerlo, ademas, a otro elemento.

Al combinar la ausencia de dni2* con la despolimerizacion de las estructuras de actina,
se puede observar un efecto aditivo en la difusion de Dnilp a lo largo de la prolongacién
del shmoo (figura 32C). En estas condiciones Dnilp aparece practicamente despolarizada.

Este resultado puede tener varias interpretaciones: (1) la actina y Dni2p contribuyen a la
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FIGURA 32:

Influencia de la actina en la concentracién de Dnilp en la punta de los shmoos. (A) Fotografias de la estirpe
h-cyr1Asxa2A dnilA que expresa la proteina de fusién Dnil-GFP, y de la estirpe h-cyr1A sxa2A dni2A que expresa Dni2-GFP o
Dnil-GFP. Las células se trataron con feromona para inducir la formaciéon de shmoos. Los cultivos se suplementaron o no
con latrunculina A. Las puntas de flecha sefalan el microdominio de fusién. Las fotografias muestran el plano central de
una serie en z y se realizaron con un sistema DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 5 um. (B) y (C) Representacion
gréfica del line-scan de las mismas imagenes que en A. En ambos casos n=25. En el eje Y se representa el porcentaje
de la intensidad en cada punto normalizado con respecto al valor méximo. En el eje X se representa la distancia medida
en pm desde la punta del shmoo. Las llaves sefialan las regiones con diferencias significativas, donde ** corresponde a
p<0,01. En B se indica la significacion estadistica de la comparacion entre el mutante dni2A y la estirpe WT tratada con
latrunculina A. En C la comparacion corresponde a un mutante dni2A tratado o no con latrunculina A.

concentracidon de Dnilp por mecanismos absolutamente independientes; (2) Dni2p ancla
a Dnilp a la actina, pero en el mutante dni2A el efecto de la latrunculina A es mas fuerte

que en un silvestre, quizas por no permanecer Dnilp concentrada en ese microdominio de
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la membrana antes del tratamiento; (3) la actina participa en la concentracién de Dnilp
por un mecanismo dependiente de Dni2p y por otro mecanismo independiente de esta

proteina.

En el apartado 3.1. se ha descrito cdmo la endocitosis contribuye sutilmente a
mantener a Dnilp concentrada en la punta de los shmoos; sin embargo, dado que la
latrunculina A inhibe este proceso al despolimerizar la actina, el efecto de la endocitosis en

la difusion de Dnilp debe estar incluido en el efecto que realiza la droga en la cepa dni2A.

3.2.2. La actina asociada al foco de fusion colabora en la concentracién de Dnilp
y Dni2p en la zona de contacto intercelular.

Se ha descrito que a lo largo de la proyeccidon del shmoo se posicionan dos forminas
que nuclean dos tipos diferentes de cables, ademas de los parches de actina necesarios
para la endocitosis. El denominado foco de fusion, que constituye una estructura de F-actina
gue se acumula en la zona de contacto intercelular y esta relacionado con la fusion celular
durante la conjugacién (figura 3D), estd nucleado por la formina Fuslp y depende para
su formacién de las miosinas de tipo V Myo51p y Myo52p (Dudin et al., 2015). Dado
que la actina es necesaria para que Dnilp permanezca localizada correctamente en el
microdominio de fusiéon de la membrana, y que a lo largo de la proyeccion del shmoo
coexisten diferentes estructuras de actina, se procedié a estudiar la influencia de cada
una de dichas estructuras en la localizacion de Dnil-GFP. En la seccion 3.1. se ha descrito
como la endocitosis interviene de manera sutil en la concentracién de Dnilp en la punta
del shmoo. Con el fin de estudiar la relacidon de la actina presente en el foco de fusiéon con
la localizacion de Dnilp, se analizé como se localizaba Dnil-GFP en los mutantes fus1A y
myo52A. En la figura 33A se observa que en ambos mutantes la sefial de Dnil-GFP deja
de detectarse como un punto discreto de fluorescencia, y en su lugar aparece extendida
por toda la membrana de los shmoos, de manera muy parecida a lo que sucedia en el
mutante dni2A (figuras 18B y 33A). Este resultado indica que la presencia de un foco de
fusidn organizado es necesaria para que Dnilp se localice de manera concentrada en un
microdomio de la membrana plasmatica situado en la punta de los shmoos. Asimismo
también se puede observar que Dni2-GFP difunde por la membrana plasmatica cuando se
altera la estructura del foco de fusion (figura 33B). Seguramente el hecho de que Dni2p no
permanezca concentrada es lo que ocasione la difusién de Dnilp a lo largo de la membrana

plasmatica en estos mutantes.

Para cuantificar la influencia del foco de fusidén por si solo, se procedié a realizar el
line-scan de las cepas de fus1A o myo52A que portaban la proteina de fusiéon Dnil-GFP, y
se compard con el de una estirpe dni2A. En la figura 33C se puede apreciar que la grafica

obtenida para los mutantes fus1A o myo52A, en los que no se forma el foco de fusion, es
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similar. Sin embargo, nuevamente se aprecia que la difusion de Dni1-GFP es mayor cuando

se deleciona dni2+*.

A
fus1A myo52A
o
W
Q
i
c
o
B C
100
WT fus1A
s
o
a @
o
o g
c c
o =
6 um <€ 0 > 6 um
FIGURA 33:

Distancia al centro del shmoo (um)
Influencia del foco de fusién en la concentraciéon de Dnilp en

la punta de los shmoos. (A) Fotografias de zigotos de las estirpes
h% dnilA, h® dni2A, h* fus1A y h® myo52A que portan la proteina
de fusidén Dnil-GFP. La primera cepa se ha marcado como WT, (B)

WT

myo52A
fus1A — dNi2A

Zigotos de las estirpes h*° dni2A y h*° fus1A que expresan Dni2-GFP.

La primera cepa se ha marcado como WT. En A y B la induccién de la conjugacion se llevé a cabo en MM-N liquido. Las imagenes
muestran el plano central de una serie en z y se realizaron con un sistema DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 2,5 pm.
(C) Representacién grafica del line-scan de las mismas imagenes que en A, n=80. En el eje Y se representa el porcentaje de la
intensidad en cada punto normalizado con respecto al valor maximo. En el eje X se representa la distancia medida en pm desde
la punta del shmoo. Las llaves sefialan las regiones con diferencias significativas, donde ** corresponde a p<0,01. Se indica en
negro la significacion estadistica de la comparacién entre los mutantes fus1A y myo52A, en granate la de dni2A y myo524, y en
amarillo la de dni2A y fus1A.

Todos los resultados descritos en el apartado 3.2. indican que la actina es necesaria
para la concentracion de Dnilp en el microdominio de fusidon. La mayor contribucién a
este proceso se debe a la actina que esta asociada al foco de fusion, siendo minoritaria la
implicacion de la actina que participa en el proceso de endocitosis. De hecho, al comparar
las fotografias de las figuras 30 y 33A se puede percibir que mientras que en el mutante
end4A, si que se detecta una zona de mayor concentracion de Dnil-GFP en la zona de
contacto intercelular, en fus1A y myo52A no es asi. Ademas, el foco de fusién también es

necesario para que Dni2p se concentre en ese microdominio de fusién. El hecho de que
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la ausencia de Dni2p haga que Dnilp difunda ain mas por la membrana que cuando se
despolimerizan las estructuras de actina, parece indicar que Dni2p debe interaccionar o
colaborar, ademas de con la actina, con algun otro elemento para concentrar eficientemente
a Dnilp en el microdominio de fusién, de manera que ésta pueda llevar a cabo su funcién

eficientemente, promoviendo la fusion celular.

3.2.3. La actina se organiza correctamente en los mutantes dnilA y/o dni2A

Existen varios mutantes con alteraciones en funciones relacionadas con la actina
que presentan un fenotipo muy parecido al de los mutantes dniA, caracterizado por una
acumulacién de prezigotos en condiciones de conjugacion y ausencia de defecto si la
proteina se expresa en uno de los parentales (Petersen et al., 1995; Petersen et al., 1998a;
Kurahashi et al., 2002; Dudin et al., 2015). Con el objetivo de conocer si el defecto de los
mutantes dnilA y/o dni2A se debia a una alteracidon en la organizacién de la actina, se
procedid a estudiar la localizacion de las estructuras de actina en cepas h*? en condiciones de
conjugacion. Se utilizé la sonda CHD-GFP, en la que el dominio con homologia a Calponina
de Rng2p (que se une especificamente a polimeros de actina. Martin y Chang, 2006) se
ha fusionado a la GFP para marcar la F-actina. En la figura 34 se observa que en los tres
mutantes hay un marcaje similar al detectado en la estirpe silvestre, tanto para los parches
de actina como para el foco de fusion. Por lo tanto, la delecion de dnil+ y/o dni2+ no
afecta a la organizacién de las estructuras de actina durante la conjugacion, al menos al

nivel detectable mediante esta técnica.

dnilA dni2A dnild dniZA

CHD-GFP

FIGURA 34:
Localizaciéon de las distintas estructuras de actina durante conjugacion. Fotografias de estirpes h® WT, dnilA y/o

dni2A que expresan la sonda CHD-GFP que marca las estructuras de actina. La induccién de la conjugacion se realizé en
MM-N liquido. Las flechas sefialan la estructura de actina denominada “foco de fusidn”. Las imagenes muestran el plano
central de una serie en z y se realizaron con un sistema DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 2,5 pm.

3.3. La concentracion de Dnilp en el microdominio de fusidn requiere que los
esteroles de la membrana se organicen correctamente

Dado que el tratamiento con el complejo filipina altera la localizacién de Dnilp de

manera que la proteina se observa a lo largo de la proyeccidon del shmoo, sin permanecer
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FIGURA 35:

Influencia de los esteroles en la concentracion de
Dnilp en la punta de los shmoos. (A) Line-scan de la
cepa h  cyrlA sxa2A dnilA que expresa Dnil-GFP (WT) o
de la cepa h™ cyrlA sxa2A dni2A con la misma proteina
de fusion, tratadas con feromona. La estirpe WT se expuso
0 no a un tratamiento con el complejo filipina para la
desestabilizaciéon de los esteroles. (B) Line-scan de las
cepas h  cyrlA sxa2A WT o dni2A que expresan Dnil-GFP
y tratadas con feromona. La estirpe dni2A se expuso o no
a un tratamiento con el complejo filipina. (C) Line-scan
de las cepas h cyriA sxa2A WT o dni2A que expresan
Dnil1-GFP y tratadas con feromona. La estirpe WT se expuso
0 no a un tratamiento simultdneo con el complejo filipina
y latrunculina A. En todos los casos el eje Y representa el
porcentaje de la intensidad en cada punto normalizado con
respecto al valor maximo. El eje X representa la distancia
medida en pm desde la punta del shmoo, n=25. Las llaves
sefialan las regiones con diferencias significativas, donde
* corresponde a p<0,05 y ** p<0,01. En A se indica la
significacion estadistica de la comparacion entre el mutante

dni2A y la estirpe WT tratada con el complejo filipina. En B la comparacion corresponde a un mutante dni2A tratado o no con el

complejo filipina. En C la comparacion se realiza entre el mutante dni2A y la estirpe WT tratada simultdéneamente con el complejo

filipina y latrunculina A.

concentrada en el microdominio de fusion (Clemente-Ramos et al.,, 2009), se analizo

mediante line-scan el patron de difusion de Dnilp tras el tratamiento con el complejo

filipina. Este antibidtico interfiere con los esteroles de la membrana y altera la organizacion

de los mismos. Se trataba de analizar la posibilidad de que Dni2p estuviera concentrando a

Dnilp mediante su interaccion con los esteroles, los cuales en S. pombe se concentran en

las zonas de crecimiento activo (Wachtler et al., 2003). Como se observa en la figura 35A,

la fluorescencia de Dnil-GFP a lo largo de la membrana en presencia de filipina no es tan
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elevada como la que se observa en el mutante dni24, indicando que la acciéon de Dni2p
se ejerce de manera independiente a los esteroles, o no exclusivamente a través de estos
lipidos. En la figura 35B se puede apreciar como cuando se trata un mutante dni2A con
latrunculina A, la difusion de Dnil-GFP es superior a la que ocurre en el mutante dni2A. Es
decir, la accién de Dni2p y la de los esteroles para concentrar a Dnilp es aditiva. El hecho
de que el nivel de difusion de Dnil-GFP sea superior en ausencia de dni2* se podria explicar
si Dni2p anclara a Dnilp tanto a la actina como a los esteroles. Sin embargo, al tratar el
control WT simultéaneamente con el complejo filipina y con latrunculina A, se observa que
la presencia de Dni1-GFP en la zona de la membrana plasmatica adyacente a la punta de
los shmoos continta siendo mayor en el mutante dni2A (figura 35C).

Todos los experimentos de cuantificacion mediante line-scan parecen indicar la
existencia de varios factores que contribuyen a concentrar a Dnilp en el microdominio de
fusion. De esta forma, es probable que la proteina Dni2, el foco de fusion y los esteroles

ejerzan su accidn para concentrar a Dnilp en la punta del shmoo de forma independiente.

3.4. Los requerimientos Dnilp y Dni2p para permanecer en el microdominio de
fusion son distintos

Los resultados descritos en los apartados anteriores demuestran que Dni2p es
necesaria para la formacién del microdominio en la membrana plasmatica enriquecido en
Dnilp, que se localiza la punta de los shmoos. Sin embargo, en la secciéon 2.2.1. se ha
descrito que al mutagenizar las cisteinas C58 o C68 de Dnilp, o al delecionar su extremo
C-terminal, estas versiones mutantes se siguen localizando concentradas en la punta del
shmoo a pesar de que Dni2p Unicamente se detecte en el RE (figuras 24A y 24C). Una
posible explicacién para este hecho seria que Dni2p llegara a la membrana, pero que
permaneciera alli tan solo el espacio de tiempo suficiente para que Dnilp se anclara a otro
elemento que impidiera su difusién por la membrana, y después se localizara en otro lugar o
se degradara. Los hecho de que la permanencia de Dni2p en la membrana plasmatica fuera
muy breve y de que en las cepas que portan las proteinas Dnil mutadas la fluorescencia
de Dni2-GFP en el RE es intensa, podrian enmascarar la sefial fluorescente de Dni2-GFP en
la membrana plasmatica. Esto explicaria la ausencia del punto fluorescente de Dni2-GFP
en el microdominio de fusiéon de dichos mutantes. Ademas, esta hipdtesis podria estar
de acuerdo con el hecho de que Dni2p, el foco de fusién y los esteroles contribuyan de
manera aditiva a la concentracién de Dnilp mediante la siguiente explicacién: es posible
que Dni2p sea el responsable inicial de que Dnilp comience a agregarse en un dominio
y que después la actina y los esteroles contribuyan a estabilizar este microdominio en la
membrana plasmatica y a frenar la difusién de Dnilp, siendo a partir de este momento
prescindible la accion de Dni2p.
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Con el fin de estudiar si Dnilp y Dni2p permanecen o no durante un tiempo similar
en la membrana plasmatica, una vez que han llegado a la misma, se procedié a analizar
su localizacién tras inhibir la llegada de proteina de nueva sintesis. Para llevar a cabo este
experimento se indujo la formaciéon de shmoos en cepas cyrliA sxa2A y, una vez que se
detectd tanto a Dnilp como a Dni2p en la punta del shmoo, los cultivos se trataron con
brefeldina A, que inhibe la secrecién de proteinas de membrana (Turi et al., 1994). En
la figura 36A se puede apreciar como incluso en las condiciones habituales de cultivo, el
punto de fluorescencia que forma Dni2p es de menor tamano que el de Dnilp. Ademas,
el porcentaje de shmoos en los que se detecta Dni2p en la punta (figura 36B), es
significativamente inferior con respecto al porcentaje de shmoos que presentan a Dnilp en
su punta. Tras inhibir la llegada de nueva proteina mediante el tratamiento con brefeldina A,
se puede intuir que el tiempo que Dnilp permanece en el microdominio de fusion es
bastante corto, puesto que sdélo un 48% de los shmoos que presentaban Dnil-GFP como
un punto lo mantienen (representado por el color mas oscuro en la grafica). En el caso
de Dni2-GFP el efecto del tratamiento es mas severo, ya que esta proporcién disminuye
hasta un 12%. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que Dnilp permanece durante mas

tiempo que Dni2p concentrado en el microdominio de fusién.
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FIGURA 36:

Andlisis de la permanencia de Dnilp y Dni2p en el microdominio de fusion. (A) Fotografias de shmoos
h cyr1A sxa2A dnilA que expresan Dnil-GFP o de shmoos h™ cyriA sxa2A dni2A que expresan Dni2-GFP, tratados o no
con brefeldina A. Las imagenes se tomaron con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala 5 pm.
(B) Porcentaje de shmoos que presentan cada una de las proteinas concentradas en la punta. En oscuro se muestra el
porcentaje de estos shmoos que mantienen el marcaje en la punta tras el tratamiento con brefeldina A (+BF) o MBC.
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Un efecto similar se observé al tratar las células con MBC (figura 36B), un compuesto
que promueve la despolimerizacion de los microtibulos (Mulvihill y Hyams, 2002). La
explicacion de este resultado podria deberse a que el transporte de Dnilp y Dni2p fuera
a través de los microtubulos; sin embargo, en levaduras se ha descrito que el transporte
polarizado de vesiculas tiene lugar a través de filamentos de actina (Pruyne et al., 2004).
No obstante, el hecho de que aln no se conozca, no implica que no exista un transporte
de vesiculas a través de microtibulos en la levadura de fisién. Aun asi, los microtibulos
reparten factores de polaridad a la periferia celular (Snaith y Sawin, 2003). Una hipoétesis
alternativa que explicaria el resultado obtenido tras el tratamiento con MBC es que al
eliminar los microtubulos, el foco de fusidén se podria ver alterado de una forma que hiciera

que Dnilp, y sobre todo Dni2p, fueran inestables en esa localizacion.

Estos dos resultados constituyen una evidencia fuerte de que el comportamiento de

Dnilp y Dni2p en el microdominio de fusion es diferente.
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4. ESTUDIOS DE SOBREEXPRESION

El analisis del fenotipo producido por la sobreexpresién de un gen es una estrategia
muy utilizada para obtener informacion acerca de la funcién del mismo. Se asume que un
exceso de la proteina codificada por él interferira con el funcionamiento de aquéllas proteinas
con las que interacciona normalmente, por lo que el proceso en el que interviene dicho
gen se vera alterado. Un inconveniente de esta técnica es que un nidmero excesivamente
alto de copias de esa proteina podria hacer que la misma interaccione con proteinas y/o
procesos con los que normalmente no lo hace. Al realizar los analisis de complementacion
de mutantes nulos por la sobreexpresion de dnil* (punto 2.1.4.) se observod que las células
morian si sobreexpresaban dicho gen en crecimiento vegetativo durante mas de 24 horas.
Dado el fuerte efecto observado, se decidié analizar en mayor detalle el fenotipo de las
células que sobreexpresan dnil* o dni2+.

4.1. Las células que sobreexpresan dnil* pierden la integridad celular en un
proceso dependiente de Dni2p

Con el fin de investigar el efecto de la sobreexpresion de los genes dnil* y dni2+,
ambos se clonaron en el plasmido pREP3x para expresarlos bajo el control del promotor
nmtl+*, que permite una expresion fuerte y es reprimible por tiamina. Se habia observado
experimentalmente que la estirpe que sobreexpresaba dni2*, construida con el marcador
ura4+, crecia mejor que otras cepas que no presentaban tal prototrofia. Por esta razon, con
el fin de comparar el efecto de la sobreexpresion de dnil* o dni2+ en cepas cuya capacidad
de crecimiento inicial fuera similar, se usaron cepas transformadas con vectores vacios
que proporcionaran las prototrofias necesarias, de manera que todas las cepas analizadas
tuvieran las mismas auxotrofias. Como el vector pREP3x es un plasmido replicativo, las
células que lo portaban debian mantenerse en medio selectivo para asi evitar que lo
perdieran en el caso de que el producto generado fuese toxico para ellas. Para controlar
la expresién de dichos plasmidos se utilizaron dos lotes de placas, uno suplementado con
tiamina (en el que el promotor permanecia apagado), y otro sin la vitamina (el promotor

se mantenia encendido).

En la figura 37A se muestra como la presencia de dnil* en un alto nimero de
copias es letal para las células de S. pombe. Ademas se puede observar que cuando se
sobreexpresa dnil* en el mutante dni2A, las células son capaces de crecer, indicando que
Dni2p es necesaria para que Dnilp produzca el dafio celular cuando estd en un nimero de
copias elevado.

Se sabe que la sobreexpresion de algunas proteinas de membrana que se acumulan

en el RE genera estrés del RE por la sobrecarga de proteinas independientemente de
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que éstas estén bien o mal plegadas (Pahl, 1999; Davies et al., 2009). Si la muerte de
las células que sobreexpresan dnil+ se produjera por este mecanismo, la situacién seria
similar al sobreexpresar dni2*, que codifica una proteina con caracteristicas similares,
usando el mismo promotor. En la figura 37A se muestra que la sobreexpresion de dni2*
no es letal en un silvestre. Ademas tampoco lo es en un mutante dni1A, lo que descarta
la posibilidad de que en ausencia de Dnilp las membranas estuvieran alteradas de un
modo que fueran sensibles a un exceso de Dni2p. La sobreexpresién de prm1+* tampoco
es perjudicial para las células (no mostrado), lo que demuestra que la letalidad se debe a

alguna caracteristica estructural/funcional especifica de Dnilp.

En la seccion 2.1.3. se ha demostrado que durante conjugacién Dni2p es necesaria para que
Dnilp se localice correctamente; por ello, surgio la duda de si la falta de dafio celular en la estirpe
dni2A que sobreexpresa el gen dnil* podria deberse a que en este mutante la proteina Dnilp no
se localizara correctamente. Para comprobar si esto era asi, se sobreexpreso la proteina de fusion
Dni1-GFP. Como se observa en la figura 37B, cuando Dnilp aparece en un elevado nimero
de copias, se detecta en puntos citoplasmaticos y en la superficie celular, permaneciendo
mas concentrada en los sitios de crecimiento activo (polos celulares y zonas de sintesis del
septo de division). En ausencia de Dni2p, la proteina Dnil-GFP se localiza en membranas
intracelulares, el contorno nuclear y el contorno celular. Este patron de distribucion es
caracteristico del RE y sugiere que en ausencia de Dni2p, Dnilp queda retenida dentro
de este organulo, siendo incapaz de llegar a su destino final, o al menos de hacerlo tan
eficientemente como en el control silvestre. Como consecuencia, no se provoca la muerte
celular aunque la proteina se esté sobreexpresando. Esto esta de acuerdo con que que la
funcion de Dnilp se ejerce en la membrana plasmatica; un exceso de la proteina o bien
alteraria la membrana haciendo a las células mas susceptibles a la lisis, o bien interaccionaria

con otro(s) factor(es) que produzcan el dafio celular.

En la seccion 2.1.5. se ha demostrado que Dnilp y Dni2p forman un complejo. Es
posible que una elevada cantidad de Dnilp en las células cause dafios como consecuencia
de que el complejo sea incapaz de establecerse correctamente, debido a que las cantidades
de ambas proteinas no estuvieran balanceadas. De esta forma, las moléculas de Dnilp sin
asociar con Dni2p podrian resultar téxicas al no poder alcanzar la configuracién nativa.
También es posible las moléculas de Dnilp que estan en exceso pudieran interaccionar con
otras proteinas que participen en procesos en los que Dni2p no lo hiciera, ya que como se
ha mencionado anteriormente la sobreexpresion de dni2* no es letal. Con el fin de equiparar
el numero de copias de Dnilp y Dni2p, se sobreexpresaron los genes que codifican ambas
proteinas en las mismas células. En la figura 37C se muestra que la presencia simultanea
de un nivel elevado de Dnilp y Dni2p continla ocasionando muerte celular. El mismo
resultado se obtuvo tanto expresando dni1+*en el pldsmido pREP3x y dni2* en el derivado

con el marcador his3, como con la combinacién contraria (si el vector pREP3x contenia
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FIGURA 37:

La sobreexpresion de dnil* provoca muerte celular. (A) 3x104 células, y diluciones seriadas 1:4, procedentes de cultivos de
las estirpes dni1A o dni2A, transformadas con los vectores vacios (pREP3x o pREP4x) o con los plasmidos de sobreexpresion de los
genes dnil* o dni2*, que se inocularon en placas de MM + tiamina (condiciones de represién) o de MM - tiamina (desrepresion).
Las placas se incubaron durante 2 dias a 32°C. (B) Localizaciéon de la proteina Dni1l-GFP en condiciones de sobreexpresion
(21 horas sin tiamina) en la estirpe control (WT) y en el mutante dni2A. (C) Cultivos similares a los del panel A, de estirpes que
portan dos plasmidos de sobreexpresion, vacios o con los genes dnil* y/o dni2*. (D) Placas de MM suplementadas o no con
sorbitol en las que habia inoculado células de una estirpe transformada con el vector vacio o con el plasmido de sobreexpresion
de dnil*. Las placas se incubaron a 32°C antes de ser fotografiadas. (E) Fotografias al microscopio de campo claro de células
de una estirpe silvestre transformada con el vector pREP3x o con el plasmido pREP3xdnil* incubadas en ausencia de tiamina
durante 30 horas a 32°C y tefiidas con azul de metileno. La célula del panel grande sefialada por la flecha roja, y las células de los
paneles de la derecha muestran las zonas de la célula por donde ha tenido lugar la salida del contenido citoplasmatico (sefialado
por flechas). Las imagenes se tomaron con un microscopio convencional. Barra de escala 5 um.

91



92

Resultados

el gen dni2* y el vector pREP3xhis3* el gen dni1*). En este ultimo caso, las células que
expresaban pREP3xhis3*+dnil* no morian completamente, sino que era posible detectar
cierto nivel de crecimiento, aunque significativamente inferior al de la estirpe silvestre.
Este efecto se debe a que la construccion con el plasmido pREP3xhis3* presenta un nivel

de expresion ligeramente inferior al del plasmido pREP3x (Moreno et al., 2000).

Estos resultados demuestran que para que el exceso de Dnilp cause dafio a
las células es necesario que Dni2p esté presente, pero que no es necesario que ambas
proteinas permanezcan en cantidades elevadas, lo que sugiere que la letalidad no se
produce por la presencia de un complejo Dnil/Dni2 estable. Ademas hay que recordar que
la sobreexpresion se esta produciendo durante el crecimiento vegetativo, momento en el
que la expresion de dni2* en es muy baja. De manera que o bien la expresion de dni2+
aumenta en condiciones de sobreexpresion de dnil*, o bien la interaccién de Dni2p con
Dnilp es muy breve en el tiempo, de manera que unas pocas moléculas de Dni2p fueran
capaces de interaccionar con todo el conjunto de Dnilp. Esta idea estaria de acuerdo con
los resultado obtenidos con los mutantes de las cisteinas conservadas de Dnilp (situacion
en la que Dnil1-GFP se localiza en el microdominio de fusién pero Dni2-GFP no se observa
alli) y con el tratamiento con Brefeldina A (que demuestra que la permanencia de Dnilp
en el microdominio es menor que la de Dni2p). Por otro lado, Dnil-GFP en condiciones
de sobreexpresion se localiza en la membrana plasmatica en una cepa WT, pero en
ausencia de Dni2p se detecta en el RE, dato que concuerda con el hecho de que las células
retienen las proteinas en el RE hasta que consigue plegarse y oligomerizar completamente
(Cosson et al., 2013).

4.2. La muerte de las células que sobreexpresan dnil* no se remedia por sorbitol

Con el fin de averiguar si la muerte celular producida por un exceso de la proteina
Dnilp se debia a una lisis generada como consecuencia de alteraciones en la pared celular,
se analizo el crecimiento de dicha estirpe en placas de MM sin leucina suplementadas o no
con el estabilizador osmotico sorbitol. Como se muestra en la figura 37D, tanto la estirpe
que porta el vector vacio como la que expresaba dnil*en un nimero de copias elevado,
fueron capaces de crecer en presencia de tiamina (promotor apagado). Sin embargo, en
condiciones de sobreexpresién, Unicamente se detectd crecimiento de la cepa control.
Este resultado sugiere que el dafio producido en las células que sobreexpresan dnil* no
esta relacionado con un defecto en la sintesis de la pared celular, o al menos no lo esta

exclusivamente.

Con el propdsito de obtener una idea mas detallada del efecto que conlleva la
sobrexpresion de dnil*, se analizé si las células que sobreexpresaban dicho gen morian en

un momento determinado de su ciclo de vida. Para averiguar si todas las células perdian la
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integridad celular en un punto concreto de su ciclo vital, se tifieron con azul de metileno.
Esta tincidn se utiliza para determinar qué células se encuentran muertas, ya que al haber
perdido la integridad permiten el paso del colorante, y se detectan de color oscuro al
microscopio de campo claro. Ademas, si las células hubieran dejado salir su contenido
celular justo en el momento de la tincidn, este contenido apareceria oscuro y se podria
determinar por qué zona de la célula ha salido al exterior. La tincion se realizd a las
22 horas de incubacién sin tiamina (desrepresion). En la figura 37E se observa como en
la estirpe control las células no han perdido la integridad celular (no se detectan células
oscuras) mientras que en las células con un elevado nimero de copias de dnil+, un 30%
de las células se encuentran lisadas. Se ve como sélo la mitad de la célula aparece tefiida
en muchos casos, lo que sugiere que la muerte ha ocurrido después de la formacion del
septo. La célula del panel grande sefialada por la flecha roja, y las células de los paneles de
la derecha, muestran que la salida del contenido citoplasmatico ocurre tanto en los polos
como en las zonas cercanas al septo, regiones en las que se detecté con mayor intensidad

la presencia de Dnil-GFP en condiciones de sobreexpresion.

4.3. La sobreexpresion de dnil* provoca una expansion del RE

Con el fin de obtener una informacién mas detallada del efecto de la sobreexpresion
del gen dni1*, se realizaron fotografias con un microscopio electrénico de transmision.
De esta forma se observé que mas de un 70% de las células presentaban entre 1 y
4 invaginaciones de lo que parecia membrana plasmatica (se indica con flechas en la
figura 38A). Este resultado, junto con el hecho de que la lisis celular no se corrigiera por
un estabilizador osmatico, pareceria indicar la existencia de algun tipo de alteracién en la
membrana plasmatica. No obstante, el RE se dispone en el interior celular muy préximo a
la membrana plasmatica. Debido a ello, no fue posible distinguir ambos organulos en las

fotografias mostradas en la figura 38A.

Con el proposito de determinar si las estructuras detectadas mediante microscopia
electrénica correspondian a membrana plasmatica o a RE, se procedio a utilizar marcadores
fluorescentes especificos. Para ello, se transformaron cepas que portaban la proteina
de fusidon Sur4-RFP (como marcador del RE), o bien Psyl-mCherry (como marcador de
la membrana plasmatica) con el vector vacio o el plasmido que sobreexpresaba dni1*.
En la figura 38B se puede comprobar que la membrana plasmatica de las células que
contienen un nimero de copias de Dnilp elevado no presenta alteraciones aparentes. Sin
embargo, al analizar la disposicion del RE, es posible percibir la existencia de unas laminas
intracelulares hiperdesarrolladas y de cumulos de fluorescencia en los polos cuando se
sobreexpresa dnil*. Este resultado sugiere que las estructuras andmalas detectadas
mediante microscopia electrénica correspondian al RE y no a la membrana plasmatica, y

que la letalidad de la sobreexpresion de dnil+* esta asociada a una alteracion del RE.

93



94

Resultados

pREP 3X pREP 3Xdnii+
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FIGURA 38:

La sobreexpresion de dnil* provoca una expansion del RE. (A) Micrografias al microscopio electrénico de una
célula control (pREP3x) y otra que sobreexpresa dnil*. Para cada cepa, la fotografia de la derecha consiste en una
ampliacion de la cepa mostrada a la izquierda. Las flechas sefialan posibles invaginaciones de la membrana plasmatica.
Barra de escala 1 pm. (B) Fotografias de cepas transformadas con el vector vacio o con el plasmido de sobreexpresion de
dnil*, que portan la proteina de fusidn Sur4-RFP (marcaje de RE) o mCherry-Psyl (marcaje de membrana plasmatica).
Las imagenes son proyecciones maximas de planos adquiridos en series-z y se realizaron con un sistema DeltaVision

Deconvolution. Barra de escala 5 pm.

4.4, Las células que sobreexpresan dnil* se mueren por una sefalizacion
dependiente de Irelp

Con el objetivo de obtener mas informacion sobre la muerte de las células que
portan una elevada cantidad de la proteina Dnilp, se analiz6 a través de qué ruta de
sefializacién se producia este proceso, para asi intentar averiguar si la funcién de Dnilp
pudiera estar relacionada con alguna de ellas. Para ello se sobreexpresé dnil*en mutantes
que carecian de las principales rutas de senalizacion: styl1A (carente de la MAPK de la
ruta de respuesta a estrés (Toda et al., 1991)), pmk1A (carente de la MAPK de la ruta
de integridad celular (Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997)), o bien irel1A (carente de la
quinasa-nucleasa que detecta la presencia de proteinas mal plegadas en el RE, e inicia la
denominada UPR o respuesta a proteinas mal plegadas (Ron y Walter, 2007)). De todos
estos mutantes, Unicamente jre1A fue capaz de crecer en condiciones de sobreexpresion
de dnil+ (figura 39A y datos no mostrados), lo que indica que la muerte celular asociada
a dicha sobreexpresion se producia a través de una sefalizacién en la que intervenia

Irelp. Por lo tanto, es posible que las células con niveles de Dnilp elevados presenten
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hiperactivada la UPR. Esta ruta se activa al producirse estrés en el RE, que puede consistir
en la presencia de proteinas mal plegadas o bien en un exceso de proteinas de secrecion;
y media una serie de respuestas como son: disminucion de la sintesis proteica, incremento
de la sintesis de chaperonas que permiten el plegamiento correcto de las proteinas,
degradacion de las proteinas mal plegadas, y una expansion del RE que favorece que las
proteinas mal plegadas no se agreguen y sean accesibles a los mecanismos de reparacion.
Si la UPR no es capaz de evitar un estrés de RE prolongado, se puede activar una respuesta
de autofagia y de apoptosis (Gorman et al., 2012). Por lo tanto, es posible que ésta sea
la causa de la muerte de las células que sobreexpresan dnil*. No obstante, la delecion de
ire1* sélo rescataba parcialmente la letalidad asociada a la sobreexpresion (la células ire1A
que portan el plasmido pREP3xdnil* no crecen tan eficientemente como las que portan
el plasmido vacio). Esto demuestra la existencia de algun factor adicional a la UPR que
contribuye a la letalidad generada por la sobreexpresion de dni1+*; lo mas probable es que

éste factor sea el efecto que Dnilp ejerce en la membrana plasmatica.

MM -leu +Ti

h/3X

h/3Xdni1*
hire1A/3X
hirelA/3Xdnil*

pREP 3Xdnit1*

h/3X
h/3Xdni1*

h~/3Xdnil et

FIGURA 39:

Andlisis del papel de Irelp en los fenotipos asociados a la sobreexpresion de dnilt. (A) 3x104 células, y
diluciones seriadas 1:4, procedentes de cultivos de las estirpes WT o ire1A, transformadas con el vector vacio (pREP3x)
o con el plasmido de sobreexpresidon de dni1*, inoculadas en placas de MM sin leucina + tiamina (MM-leu+Ti, condiciones
de represidon) o de MM sin leucina y sin tiamina (MM-leu, desrepresidn). Las placas se incubaron durante 2 dias a
320C. (B) Fotografias de las estirpes WT o ire1A que portan la proteina de fusion Sur4-RFP que marca el RE y ademas
sobreexpresan dnil*. Las imagenes son proyecciones maximas de planos adquiridos en series-z y se realizaron con un
sistema DeltaVision Deconvolution. Barra de escala 5 pm. (C) Cultivos similares a A, de estirpes que portan el vector
vacio o los plasmidos de sobreexpresion de dni1*, o bien de los mutantes de las tres cisteinas del primer lazo extracelular
(dni1

cssscesscrss) O la delecion del extremo C-terminal (dnii, ).

Dado que la ausencia de jrel1* era capaz de corregir la muerte celular que se producia
por niveles elevados de Dnilp, se decidid estudiar si también subsanaba la alteracion
morfoldgica del RE utilizando nuevamente el marcador Sur4-RFP. En la figura 39B se muestra
que en el mutante irel1A se siguen apreciando las estructuras anormales que se observan

en este organulo en la estirpe silvestre cuando se sobreexpresa dnil*. Asi, a pesar de que

Irelp es necesaria para que se produzca la muerte celular, no lo es para la expansion del
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RE. Se ha descrito que para aliviar un exceso de proteinas mal plegadas, la membrana del
RE puede expandirse por una ruta independiente a la de la UPR (Schuck et al., 2009). Por
lo tanto, es factible que la expansiéon del RE que genera un nimero de copias elevado de

Dnilp se produzca por una via independiente a la UPR.

4.5. Las cisteinas conservadas y el dominio C-terminal de Dnilp son necesarios
para que se produzca dafio celular en condiciones de sobreexpresion

Con el fin de averiguar si los elementos estructurales que Dnilp compartia con las
claudinas eran importantes para que esta proteina provocara danos en las células cuando
se encontraba en un elevado nimero de copias, se procedidé a expresar bajo el control del
promotor nmtl+ las versiones mutadas de Dnilp. En la figura 39C se puede ver que la
sobreexpresion de los alelos mutantes que codifican las proteinas Dnil_ . cgscrss Y DNil,
no reduce el crecimiento celular. Por lo tanto, Dnilp necesita las cisteina C58, C68 y
C75, asi como del dominio C-terminal para causar letalidad cuando la proteina esta en un

numero de copias elevado.

En la seccién 2.2.1. se demostré que, mientras que la region C-terminal de Dnilp
era prescindible para su funcion, las tres cisteinas del primer lazo extracelular debian estar
presentes para que la proteina fuera totalmente funcional. Sin embargo, el hecho de que
la presencia de los elementos citados sean necesarios para provocar la muerte celular por
sobreexpresion, indica que la funcionalidad de la proteina no es la causa de la lisis celular,
o al menos no es la causa principal. Es probable que las versiones mutantes de la proteina
no se plieguen correctamente y por eso no causen dafio. Por otra parte, es posible que
en ausencia de las tres cisteinas la interaccidon entre Dnilp y Dni2p se debilite, de manera
que en estas condiciones Dni2p fuera incapaz de ejercer su efecto sobre Dnilp, lo que
explicaria que la toxicidad pudiera deberse a un exceso de Dnilp proteina nativa. Como la
muerte celular depende en gran medida de Irelp (figura 39A), lo mas probable es que el
efecto de la sobreexpresion de dnil* se deba a una activacion de Irelp por la acumulacién
excesiva de la proteina nativa en el RE, que origine un estrés en el RE, mientras que las

versiones mutadas no producirian este estrés.
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5. RELACION FUNCIONAL ENTRE LAS PROTEINAS Dnilp, Dni2p y
Prmlp

El hecho de que el fenotipo de los mutantes dnili4, dni2A y prm1A muestre
caracteristicas comunes (acumulacidon de prezigotos en las mezclas de conjugacion;
desorganizacion de la membrana plasmatica y de la pared celular en la zona de contacto

de los shmoos que estan conjugando) se podria explicar de dos maneras:

- Los genes dnil*, dni2* y prm1* forman parte de una misma ruta funcional, de

manera que Dnilp ejerza su funcidn regulando a Prm1p, o viceversa.

- Los genes dnil*, dni2* y prm1* participan en rutas funcionales distintas, siendo
ambas necesarias para garantizar una remodelacion de las envueltas celulares que

facilite la fusion celular durante la conjugacion.

Para distinguir entre estas dos posibilidades se llevaron a cabo los experimentos

que se detallan a continuacion.

5.1. Los genes dni*y prm1* actuan en rutas funcionales diferentes

Una de las aproximaciones seguidas para determinar si dos genes participan en el
mismo proceso formando parte de la misma ruta funcional, o si lo hacen formando parte
de rutas funcionales paralelas, es generar un mutante doble que carezca de ambos genes.
De esta forma, si los dos genes participan en la misma ruta, el hecho de eliminar uno
de ellos, el otro, o ambos, tendria efectos similares porque sélo se anularia una funcion.
Como consecuencia el mutante doble presentaria un fenotipo similar al de los mutantes
sencillos. Sin embargo, si ambos genes formaran parte de rutas paralelas, al eliminar los
dos se estarian suprimiendo dos funciones, y por lo tanto el fenotipo del mutante seria
mas drastico que del de los mutantes simples. El mutante prmi1A muestra un defecto
muy severo en fusion celular, que se ha observado a todas las temperaturas probadas
(Curto et al., 2014). Este hecho hace que no sea factible detectar un agravamiento de
dicho defecto al eliminar los genes dni1*y/o dni2*. Por esta razén no se abordd el analisis

de la fusion celular en mutantes dobles dni1A prm1A o dni2A prm1A.

En el punto 2.1.4. se ha mencionado que otra estrategia experimental que puede
usarse para obtener informacion acerca de la relacién funcional entre dos genes, es
averiguar si la sobreexpresion de uno de ellos es capaz de complementar un nivel reducido
del otro gen. En este caso se observd que ni la sobreexpresién de prm1+ suprime el defecto
en fusién celular de los mutantes dnil1A y/o dni2A, ni viceversa (resultados no mostrados).
Estos resultados indican que, o bien el gen prm1+* no esta relacionado funcionalmente con

los genes dni+*, o bien estos tres genes dependen totalmente unos de otros para su funcién.

97



98

Resultados

Un método alternativo, que se utiliza para averiguar si dos proteinas participan en
la misma ruta funcional necesaria para la conjugacion, es el analisis de este proceso en
cruces unilaterales y bilaterales. Se denominan cruces unilaterales aquellos en los que un
gen determinado, que esta relacionado con un proceso, sélo aparece mutado en uno de los
parentales; cruces bilaterales son aquellos en los que el mismo gen se encuentra mutado
en ambos parentales. Un requisito previo para poder llevar a cabo esta estrategia es que el
defecto en conjugacién debido a una mutaciéon sea menos drastico en cruces unilaterales
que en cruces bilaterales. Es decir, que la expresion de la proteina en estudio en uno de los

dos parentales sea suficiente para promover la conjugacién con cierta eficiencia.

Ya se sabia que en los cruces unilaterales WT x dnilA y WT x dni2A el defecto en
conjugacion es menos severo que en los cruces bilaterales dnilA x dnilA y dni2A x dni2A
(Clemente-Ramos, 2006; Clemente-Ramos et al., 2009). Para comprobar si ocurria lo mismo
con los mutantes prmi1A, se procedié a analizar el defecto en el proceso de conjugacion
en cruces en los que ambos parentales eran silvestres (control positivo del experimento),
ambos parentales eran mutantes prm1A (control negativo del experimento) y en cruces en
los que un parental era silvestre y el otro prm1A. En la figura 40A se muestra el resultado
de todos los cruces realizados. Para empezar, se observa que, al igual que sucede para
los mutantes dnilA y dni24, en los cruces unilaterales de prm1A x WT la eficiencia de
fusion es considerablemente mayor a la obtenida en los cruces bilaterales prmi1A x prm1A.
Este resultado demuestra que la presencia de Prmlp en uno de los parentales es capaz
de promover la fusidn celular eficientemente. Por tanto, era posible investigar la relacion
funcional entre los genes prmi1* y dni*, mediante el analisis de la eficiencia de fusion
en cruces unilaterales y bilaterales. Este analisis se basa en las siguientes premisas

(representadas en el esquema de la figura 40B):

- Cruces bilaterales WT x WT: en este caso, los dos parentales portan los genes
dni* y prm1+; por lo tanto, la fusion celular se producird de manera correcta
independientemente de si estos genes actian en la misma ruta funcional o en rutas
distintas.

- Cruces bilaterales dniA x dniA: ambos parentales carecen del gen dnil* o dni2*;
como consecuencia, existira un defecto en la fusion celular. La situacion sera similar

para los cruces bilaterales prm1A x prm1A.

- Cruces unilaterales dniA x WT: En estos cruces se produce la fusidon celular con una
eficiencia alta debido a la presencia de la proteina Dnip en uno de los parentales. La

situacion sera analoga para los cruces unilaterales prmi1A x WT.

- Cruces unilaterales dniA x prm1A: en este tipo de cruces podrian darse dos

situaciones:

- Si los genes dni*y prm1* actuaran en la misma ruta funcional, ésta se

encontraria afectada en ambos parentales, aunque en distintos pasos de
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FIGURA 40:

Los genes dni* y prm1* actian en rutas funcionales diferentes. (A) Porcentaje de fusion obtenido de la mezcla de cultivos
heterotdlicos h* y h-de la delecion de los genes indicados. La induccién de la conjugacién se realizd en placas MM durante 3 dias
a 3209C. El color azul muestra los resultados de los cruces bilaterales utilizados como controles positivo (WT x WT) o negativo
(dni2A x dni2A 'y prm1A x prm1A). Las barras verdes indican los resultados de los cruces unilaterales usados como controles
(WT x dni2A y WT x prm1A). El color amarillo muestra el resultado de los cruces unilaterales dni2A x prm1A 'y dnilA x dni2A. Los
experimentos se llevaron a cabo un minimo de 3 veces con duplicados. Se muestran la media, la desviacidén estandar, y el nivel
de significacion estadistica. Se sefialan diferencias relevantes, donde * corresponde a p<0,05 y ** p<0,01. (B) Representaciéon
esquematica de los fundamentos del andlisis de cruces unilaterales y bilaterales. Las flechas indican rutas necesarias para la
fusion celular. El color azul sefiala que el gen o la ruta son funcionales y el color rojo hace referencia a que no lo son. El aspa roja
indica que esa ruta no es funcional a pesar de que uno de los genes de los que depende si lo es.
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la misma. Por lo tanto, la situacién seria similar a la de un cruce bilateral
dnilA x dniA o prm1A x prm1A; como consecuencia se produciria defecto en

el proceso de fusién celular.

- En el caso de que los genes dnit y prml* actuaran en distintas rutas
funcionales, cada gen estaria presente en un parental y ausente en el otro.
Por lo tanto, cada uno de los parentales careceria de la funcion de uno de
los genes, que estaria presente en el otro parental (ver el panel 4 b del
esquema). Es decir, estos cruces serian similares a los cruces unilaterales

dniA x WT y prm1A x WT en los que la fusidn celular es eficiente.

En la figura 40B se muestran los resultados obtenidos con el mutante dni2A. En la
figura se puede observar que en los cruces WT x WT la frecuencia de fusidn se encuentra
en torno al 90%. Sin embargo, cuando se trata de los cruces bilaterales dni2A x dni2A
y prm1A x prm1A, la frecuencia de fusion es inferior al 3%. Con respecto a los cruces
unilaterales WT x dni2A y WT x prm1A se observa que el porcentaje de fusidon es superior
al 60%. Por su parte, en el cruce unilateral dni2A x prm1A, la frecuencia de fusion es
también superior al 60%. Este resultado demuestra que los genes dni2*y prm1* actian
en rutas funcionales distintas. Ademas se puede comprobar que en el cruce unilateral
WT x dni2A prm1A, aunque la eficiencia de fusion es alta, es significativamente inferior a
la de cualquiera de los cruces unilaterales de los mutantes simples. Este resultado esta de
acuerdo con la hipdtesis de que ambos genes actlan en rutas funcionales distintas. Como
control del experimento se afadidé el cruce unilateral dnilA x dni2A; dado que se sabia
que ambos genes actuaban en la misma ruta funcional (Clemente-Ramos et al., 2009) se

esperaba una eficiencia de fusion reducida, y eso fue lo que obtuvo en el experimento.

Cuando el ensayo de cruces unilaterales y bilaterales se llevé a cabo cruzando prm1A
conlosmutantesdnilAofus1A, otros mutantesdelarutadni+ (Clemente-Ramosetal., 2009),
se obtuvieron resultados similares a los mostrados para dni2A. Todos estos resultados

estan de acuerdo con prm1+ actle en una ruta funcional distinta a la de los genes dni+*.

A continuacién se describen una serie de experimentos que se realizaron para
intentar caracterizar en mas detalle los fenotipos asociados a la pérdida de cada una de las
rutas funcionales implicadas en la fusion celular durante la conjugacion (la mediada por los
genes dni* y fus1* y la mediada por prm1+). A priori los datos obtenidos podrian contribuir

a intentar averiguar el papel de dichas rutas en el proceso de fusion celular.
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5.2. Los mutantes dnilA y prm1A presentan sensibilidad a compuestos que in-
terfieren con los lipidos de la membrana plasmatica

Mediante microscopia electrénica se habia detectado una fuerte desorganizacion
de la membrana plasmatica en la zona de contacto intercelular de los mutantes dniA
(Clemente-Ramos et al., 2009). En la seccidén 1.5. se ha descrito un fenotipo similar para
el mutante prmi1A. Ademas, en la seccién 1.8. se ha evidenciado un comportamiento
anomalo de la fosfatidilserina durante la conjugacion en el mutante prmi1A. Todos estos
datos sugieren que las proteinas Dnilp, Dni2p y Prm1p pudieran tener alguna implicacién
en la organizacion, estructura o dinamica de la membrana plasmatica. Con el fin de obtener
mas informacioén acerca de la funcién de dichas proteinas en S. pombe, se trataron las
cepas mutantes dni1A y prm1A con compuestos que interfieren de alguna manera con los
lipidos de la membrana. Dado que en las secciones 1.1. se ha mostrado que los tres genes
se expresan durante el crecimiento vegetativo, es posible que también pudieran estar
regulando alguna de las propiedades de la membrana plasmatica en esas condiciones.
Por ello estos experimentos se llevaron a cabo tanto en condiciones de conjugacién como

durante el crecimiento vegetativo.

Cuando las estirpes WT, dnilA y prm1A procedentes de cultivos en fase exponencial
se sembraron en placas de YES suplementadas con miconazol, una sustancia que inhibe
la sintesis de esteroles (Launhardt et al., 1998), se encontré que prm1A era parcialmente
sensible a esta droga (figura 41A). Con respecto a dnilA, su sensibilidad era intermedia
entre la mostrada por la estirpe control y prm1A. Otro compuesto que afecta a las células a
través de los esteroles es el complejo filipina. Se trata de un antibidtico de la familia de los
polienos que interfiere con los esteroles de la membrana plasmatica provocando su disrupcion
y por tanto la muerte celular (Van Leeuwen et al., 2008). Existen estudios que afirman que
la filipina disrumpe los dominios ricos en esteroles y esfingolipidos denominados balsas
lipidicas (Wachtler et al., 2003). Otros autores, sin embargo, mantienen que este antibidtico
se une a esteroles libres de esfingolipidos (Jin et al., 2008). En cualquier caso, lo que es
cierto es que el complejo filipina interfiere con el ergosterol de la membrana plasmatica,
y por tanto una sensibilidad a este antibiotico reflejaria defectos en la organizacién y/o
cantidad de este lipido en la membrana. Cuando se incubaron en medio liquido células
procedentes de cultivos en crecimiento exponencial en presencia de filipina se encontrd
que dnilA era parcialmente sensible (figura 41B). Por su parte, prm1A presentaba una
sensibilidad intermedia entre las cepas WT y dnilA. Estos resultados sugieren que la
cantidad u organizacién de los esteroles es defectuosa tanto en dnilA como en prmlA.
Asimismo, confirman la presencia de Dnilp y Prm1lp durante el crecimiento vegetativo,
ya que su ausencia produce un fenotipo en estas condiciones. Por otro lado, ninguno de
estos mutantes era sensible durante esta fase de crecimiento a miriocina (no mostrado).

La miriocina es un inhibidor de la sintesis de esfingolipidos (Arita et al., 2011).
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FIGURA 41:

Alteracion de los lipidos de membrana en los mutantes dnilA y prm1A. (A) 3x10* células, y diluciones seriadas
1:4, procedentes de cultivos de las estirpes WT, dnilA o prm1A inoculadas en placas de YES suplementadas o no con
el inhibidor de la sintesis de esteroles miconazol e incubadas durante 2 dias a 32°C. (B) 3x10* células, y diluciones
seriadas 1:4 de las mismas cepas que en A incubadas durante 2 dias en medio liquido YES suplementado con el complejo
filipina, un compuesto que disrumpe los esteroles de la membrana. El eje Y representa la DO, = de las diluciones de
los cultivos indicados en el eje X. (C) Células de las estirpes indicadas tratadas con papuamida B (péptido que resulta
citotdxico cuando interacciona con la fosfatidilserina si ésta se expone en la hemimembrana externa), durante 5 horas
cuando crecian activamente en MM (crecimiento vegetativo) o habian iniciado la conjugacién en MM-N. Se inocularon
3x10* células, y diluciones seriadas 1:4, en placas de YES que se incubaron durante 2 dias a 32°C para evaluar la
supervivencia celular. (D) 3x10* células, y diluciones seriadas 1:4 de las mismas estirpes inducidas a conjugar en MM-N,
e inoculadas en placas de MM suplementadas o no con miriocina (un inhibidor de la sintesis de esfingolipidos) e incubadas
a 32°C durante 2 dias. Los experimentos A-D se realizaron un minimo de 3 veces con duplicados; se muestra un ejemplo

representativo de cada uno de ellos.

Otros compuestos que se utilizaron en este experimento fueron duramicina
y papuamida B. Se trata de péptidos citotoxicos que se unen respectivamente a
fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS). Al afiadirlos a un cultivo celular, Gnicamente
pueden unirse al fosfolipido correspondiente si este se dispone en la cara externa de la
membrana plasmatica, induciéndose en ese caso la lisis celular como consecuencia de una

desorganizacion de la membrana plasmatica (Lopez-Marques et al., 2010). Normalmente
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las flipasas mantienen dichos fosfolipidos en la hemimembrana interna; por lo tanto, un
incremento en la sensibilidad a duramicina y papuamida B seria indicativo de un defecto
en la organizacién de los fosfolipidos en la membrana plasmatica. En este caso, se trataron
con los citados péptidos citotdxicos células que crecian activamente en MM y células a las
que se les indujo la conjugacion con MM-N. Posteriormente ambos cultivos se plaquearon
en YES para evaluar la supervivencia celular. En la figura 41C se puede observar que en los
experimentos control, en los que las células Unicamente se habian tratado con el solvente,
todas las cepas crecen de forma similar tanto si el tratamiento se habia realizado en cultivos
que estaban creciendo vegetativamente como si se habia llevado a cabo cuando habian
entrado en el programa de conjugacion. Este resultado indica que en estas condiciones
la falta de fusion en los mutantes no provoca lisis celular. Cuando las células se habian
expuesto a papuamida B, en dnilA se detecta cierta sensibilidad durante el crecimiento
vegetativo. La sensibilidad aumenta cuando el péptido se habia afiadido en condiciones de
conjugacion. Este resultado sugiere que la membrana plasmatica en dni1A podria presentar
una mayor cantidad de PS expuesta hacia el exterior celular con respecto al WT, y que esta
diferencia se haga mas evidente durante la conjugacion. Por otro lado, no se obtuvieron
resultados reproducibles cuando dnilA se traté con duramicina, o cuando prml1A se traté

con cualquiera de los dos péptidos citotoxicos.

Cuando se inducia la conjugacién en las estipes h* en MM-N y posteriormente se
plagueaban en MM suplementado con miriocina (un inhibidor de la sintesis de esfingolipidos)
de manera que las células que habian comenzado a conjugar (y presumiblemente habian
experimentado cambios en sus membranas) fueran expuestas a dicha droga, se percibio
una ligera sensibilidad Unicamente en prmlA (figura 41D). No obstante, bajo estas
condiciones no fue posible detectar sensibilidad a miconazol en ninguno de los mutantes,
lo que podria estar de acuerdo con la hipotesis de que la composicion de la membrana

pudiera ser diferente en condiciones de crecimiento vegetativo y conjugacion.

Todos estos resultados sugieren que la composicion y/o estructura de la membrana
plasmatica es diferente durante el crecimiento vegetativo y durante la conjugacién. La
sensibilidad de los mutantes prml1A y dnilA al complejo filipina, que interacciona con
los esteroles de la membrana, y la sensibilidad del mutante dni1A a la papuamida B,
que se une a la PS expuesta en la hemimembrana externa, sugiere que la distribuciéon
especifica de los lipidos es defectuosa tanto en prmi1A como en dnilA. El desequilibrio
producido por una reduccién en la sintesis de ergosterol y esfingolipidos por miconazol
y miriocina podria potenciar estos defectos, resultando en una sensibilidad a dichos
compuestos. Estos pequenos defectos en la composicion lipidica tendrian un efecto minimo
durante el crecimiento vegetativo de los mutantes, pero resultarian catastréficos durante
la conjugacion. La hipdtesis de que la composicion de la membrana plasmatica de las

células de S. pombe es distinta durante el crecimiento vegetativo y la conjugacién esta de
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acuerdo con lo descrito en S. cerevisiae, donde se ha visto que la membrana plasmatica
de la proyeccion del shmoo estd mas condensada que la del resto de la célula, y que los

esfingolipidos son necesarios para dicha organizacion (Proszynski et al., 2006).

5.3. Efecto del calcio en el proceso de conjugacion en distintos mutantes

La remodelacion de la pared celular y la fusion de membranas son dos procesos que
deben estar perfectamente regulados entre los dos shmoos para evitar la lisis celular. En
el mutante prm1A de S. cerevisiae los prezigotos que no consiguen fusionarse sufren una
lisis, dependiente de contacto, que se agrava si desciende la concentracion externa de Ca?*
(Jin et al., 2004; Aguilar et al., 2007). También en S. cerevisiae se ha visto que el defecto
en fusién celular de fig1A (carente de una proteina similar por secuencia a Dnil y Dni2p)
se corrige al aumentar la concentracién de Ca?* en el medio de cultivo (Muller et al., 2003).
En S. pombe se ha descrito que un descenso en la concentracién de Ca?* extracelular no
afecta la eficiencia de fusion ni provoca la lisis de los zigotos de las estirpes WT y dnilA
(Clemente-Ramos et al., 2009). Con el fin de obtener una mayor informacién sobre la
influencia del Ca?* durante la fusién celular y la integridad en los zigotos en el mutante
prm1A de S. pombe, se indujo la conjugacién de las cepas WT, dni2A, prm1A, dni2A prm1A
y fus1A en placas de MM con diferentes concentraciones de Ca?*. Para ello se prepar6 MM
sin calcio (que contendria trazas del catién) al que no se anadié nada (MM-Ca?*), o bien se
afnadio BAPTA (quelante de calcio intracelular) o EGTA (quelante de calcio extracelular), o

se afiadieron distintas concentraciones de calcio (100 uMy 100 mM).

Para valorar la lisis celular se indujo la conjugacion en MM-N suplementado con las
distintas concentraciones de Ca?*. Tras 4 horas de incubacién en dicho medio se realizé
una tincién con azul de metileno para asi visualizar la presencia de zigotos lisados. En
ninguna de las condiciones analizadas el porcentaje de lisis fue mayor del 10% en ninguna
de las estirpes. Este mismo resultado se obtuvo cuando las células se incubaron durante
24 horas en las mismas condiciones (datos no mostrados), lo que estaria indicando que la
eliminacién del Ca?* no genera dafos irreversibles ni en las membranas de los mutantes de

la ruta dni*-fus1+ ni en los de la ruta de prmi1+durante la fusion celular.

También se evaluo el efecto del calcio en la eficiencia de fusidn de las mismas estirpes.
Para realizar este experimento las cepas se inocularon en placas de MM suplementadas con
las diferentes concentraciones de Ca?* y se incubaron durante dos dias a 32°C, o durante
cinco dias a 22°C, para permitir la formacién de las ascas. De esta forma se observé que en
dni2A el defecto se suprimia parcialmente al aumentar considerablemente la concentracién
de Ca?* extracelular (figura 42). Este resultado concordaba con lo descrito para dniiA, y
estaria de acuerdo con que ambas proteinas actien en la misma ruta funcional. Ademas, en

la misma figura se observa que el descenso de la temperatura presenta un efecto aditivo al
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incremento en la concentracién de calcio en la mejora del defecto de conjugacién de dni2A.
Asimismo, el incremento de la eficiencia de fusidon a baja temperatura y en presencia de
calcio 100 mM también se observd (aunque de forma mas ligera) en el mutante fusiA,
que es defectivo en misma ruta funcional. Por su parte, en el mutante prm1A no se intuye
influencia alguna del Ca?* en a la fusion celular. El mutante doble dni2A prm1A presenta un

comportamiento similar al de prm1A.
En S. cerevisiae los defectos en fusidon de membranas y la lisis observada en los
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FIGURA 42:

Influencia del Ca?* en la conjugacion. Porcentaje de fusidn de las estirpes h* WT, dni2A, prm1A, dni2A prm1Ay fus1A
inducidas a conjugar en MM suplementado con el quelante de Ca?* BAPTA (0,1 mM), sin el ion divalente (-Ca?*), o con
diferentes cantidades de calcio (100 pM o 100mM) e incubadas a distintas temperaturas. Los experimentos se llevaron
a cabo un minimo de 5 veces. Se muestran las medias, las desviaciones estandar y el nivel de significacion estadistica
donde * * indica p<0,01.

mutantes prm1A y fig1A parecen deberse a la desregulacién de una fusasa. El Ca%* podria
jugar un papel directo en la fusidén interaccionando con las cabezas de los lipidos de las
bicapas opuestas o con las proteinas de la maquinaria de fusidén. Sin embargo en S. pombe
el efecto del Ca2* no se ejerceria favoreciendo una reparacion de las membranas, o al menos
no solo intervendria en ese proceso, ya que los prezigotos dnilA no presentan una lisis
elevada. Dado que en ambos organismos la concentracion de calcio que repara el defecto
es muy elevada, es posible que lo que ocurra sea que se dispare un proceso de sefializacion
que de alguna manera compense el defecto en la fusasa (Engel and Walter, 2008). En
S. pombe la presencia de Ca?* mejorar el defecto de los mutantes dniA pero no el de prm1A,
a pesar de que en todos estos mutantes las paredes celulares permanecen sin degradarse.
Esto podria deberse a diferencias especificas en los fenotipos de ambos mutantes, o indicar

que el efecto del Ca?* se ejerce a través de Prmip en la levadura de fision.
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Todos estos resultados parecen indicar que, aunque las proteinas estudiadas
intervengan en rutas funcionales diferentes, sus funciones son necesarias para garantizar
una organizacion de la membrana plasmatica que permita una fusidon celular eficiente.
Parece ser que ambas rutas participarian en esta organizacion de diferente manera, ya
que responden de manera distinta a los compuestos que interfieren con los lipidos de la
membrana plasmatica y a la concentracion de calcio extracelular. Sin embargo, la accion
coordinada de las dos rutas es necesaria para que la fusion celular proceda de manera

correcta.
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1. Prm1p y las proteinas Dni participan en dos rutas funcionales independientes necesarias

para la remodelacién de las envueltas celulares durante la fusion celular

En este trabajo se ha caracterizado la funcién de Prmilp y se ha profundizado
en el estudio de Dnilp y de Dni2p. Los analisis genéticos han demostrado que prm1+
actla en una ruta funcional distinta de la integrada por dnil*/dni2*/fusl*. Previamente
se habia descrito que el mutante dnilA presenta un defecto en la fusién celular
(Clemente-Ramos et al., 2009) que se caracteriza por una desorganizaciéon masiva de las
envueltas celulares: la pared celular, que constituye el equivalente de la matriz extracelular
de las células de mamiferos, y la membrana plasmatica. Ademas en algunos de los prezigotos
es posible observar zonas donde la pared celular se ha degradado completamente y las
membranas plasmaticas permanecen yuxtapuestas (ver el panel a de la figura 4G). En
otros organismos éste es el fenotipo descrito para los mutantes prmi1A (Heiman y Walter,
2000; Jin et al., 2004; Fleissner et al., 2009). Mientras que la ausencia del gen FIG1 de
S. cerevisiae (similar por secuencia a los genes dni*) se caracteriza por un defecto en la
toma de calcio durante el desarrollo sexual, esta carencia no se produce en el mutante
dnilA de S. pombe (Clemente-Ramos et al., 2009). Asi, aunque distintos organismos han
conservado la participacion de todos estos genes en la fusion celular, la funcidn especifica
de cada proteina podria diferir entre especies. Todas las proteinas de las familias Prm1
y Figl/Dni contienen cuatro dominios transmembrana y se agrupan en microdominios
de la membrana plasmatica. Curiosamente, en organismos superiores las tetraspaninas
(proteinas con cuatro hélices transmembrana que se agrupan en dominios especificos)
juegan un papel relevante en el proceso de fertilizacion (Hemler, 2005; Sutovsky, 2009).
Por lo tanto, el estudio de las proteinas Prm1 y Figl/Dni en varios sistemas modelo puede

ayudar a entender el proceso de fusion celular.

El analisis de los zigotos prm1A que expresan la forma soluble de la GFP sugiere
que en este mutante se podrian generar burbujas/ampollas similares a las descritas
para los mutantes prm1A de otros organismos (Heiman y Walter, 2000; Jin et al., 2004;
Fleissner et al., 2009). Sin embargo la microscopia electrénica, los analisis de time-lapse, y
el analisis de los planos z de imagenes revelan que su naturaleza es distinta. En S. pombe
estas estructuras se forman en la membrana de uno de los shmoos sin necesidad, ni de que
se degrade la pared celular ni de que intervenga la membrana del otro parental, que es lo
que sucede en S. cerevisiae y N. crassa (Heiman y Walter, 2000; Jin et al., 2004; Fleissner
et al.,, 2009). En el mutante prm1A de estos organismos, la pared celular se degrada y
las membranas permanecen yuxtapuestas, de manera que el citoplasma de la célula que
muestra mayor turgencia presiona las membranas y éstas invaden parte del citoplasma
de la pareja; es posible que en ciertas circunstancias este contacto prolongado entre las
dos membranas permita la fusién después de un tiempo, de manera que una posible

participacion de Prm1 en la fusién de membranas ya no fuera necesaria. Sin embargo en
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los zigotos prm1A de S. pombe las burbujas aparecen rodeadas de pared celular, de modo
que esta estructura no se degradaria en la zona de contacto intercelular y actuaria como
una barrera fisica que impediria la fusion de membranas. La presencia de esta barrera
explicaria que la eficiencia de fusién del mutante de S. pombe sea menor que la de los
mutantes de otros organismos. En cualquier caso, y como se ha sugerido para S. cerevisiae

y N. crassa, Prm1p tampoco estaria actuando como un fuségeno en S. pombe.

El hecho de que en el mutante prm1A de S. pombe se observe como la membrana
plasmatica de un shmoo se invagina hacia el interior celular mientras que la del otro shmoo
permanece plana, sugiere que en aquel en el aparece la burbuja, la membrana plasmatica
se podria haber disociado de la pared celular. Esta teoria estd de acuerdo con el hecho de
gue se hubieran observado invaginaciones de la membrana plasmatica en un 40% de los
prezigotos, mientras que la GFP soluble sdlo se detectd invadiendo parte del citoplasma
del shmoo opuesto en un 11% de ellos, lo que indica que la invaginacion de la membrana
plasmatica no siempre coexiste con la digestion de la pared celular. Esto también esta de
acuerdo con el desacoplamiento temporal entre la aparicion de poros en la pared celular y
de invaginaciones en la membrana que se observaron por time-lapse. Probablemente en
la zona de fusion celular se generen fuerzas o tensiones que cambian cuando comienza
la erosion de la pared. Si la membrana no permaneciera correctamente anclada a la
pared celular, la membrana podria relajar la tensién generada mediante la formacion de
invaginaciones hacia el citoplasma de una de las células. Hay que mencionar que a dia de
hoy no se conoce como se asocia la membrana plasmatica a la pared celular, salvo por
la presencia de proteinas de membrana que se proyectan hacia el exterior celular; asi,
Prm1p podria interaccionar con algunas proteinas de la pared celular ayudando a reforzar
la unién entre las dos cubiertas celulares. La hipétesis de la disociacion entre la membrana
requiere que las fuerzas sean mayores que la presion de turgencia, que empujaria la
membrana hacia la pared celular. Si la flexibilidad de la membrana estuviera alterada
en los zigotos prm1A, es posible que ésta se plegara abruptamente hacia el interior del
citoplasma y relajara esas fuerzas. Posteriormente la presion de turgencia podria empujar
de nuevo la membrana hacia la pared celular; esto estaria de acuerdo con la observacion
de que las invaginaciones de la membrana sean retractiles. Este fendmeno, por tanto,
seria similar al descrito en cultivos celulares cuando las células de separan abruptamente
de la superficie. En estas condiciones la membrana plasmatica forma burbujas transitorias
(Norman et al., 2010). Mientras que en las células de mamiferos las burbujas se forman
hacia el exterior de la célula, en los zigotos de prm1A lo harian hacia el interior debido a la
rigidez de la pared celular. La alteracidon de las tensiones en la zona de contacto entre los

shmoos prm1A podria contribuir al defecto en la fusion celular.

Dado que membrana y pared celular se reorganizan durante la conjugacién, no

es de extrafar que exista algun tipo de comunicacién, tanto entre ellas como entre



Discusion

ellas y el interior celular, que garantice una remodelacion coordinada y que evite la lisis
celular. La diferencia de presion osmotica entre el citoplasma y el ambiente extracelular
hace que la degradacién de la pared celular y la fusién de las membranas sean tareas
peligrosas. Si la pared celular se degradara en un lugar o en un momento equivocado,
la membrana plasmatica quedaria expuesta al ambiente hipoténico y la célula se lisaria
(Philips y Herskowitz, 1997; de Nobel et al., 2000). De esta forma, la presencia de pared
celular en los prezigotos prmlA de S. pombe, podria protegerlos de la lisis ante una
situacion de fusion celular ineficiente. Una alteracidon en la membrana de los mutantes
podria afectar la comunicacién entra la pared, la membrana y el interior celular. El hecho
de que en los prezigotos dnilA y prm1A se observen crecimientos aberrantes de la pared
hacia el interior celular, indica que en estos mutantes esta comunicacion se ha alterado.
Dado que Dnilp y Prm1p se sitlan en la membrana plasmatica, cabe suponer que la senal
se origine en dicha estructura o se transmita a través de ella. Esta sefial es diferente de la
que desencadena el desarrollo sexual, ya que la sobreexpresiéon del factor de transcripcion

Stellp en los mutantes no suprime sus fenotipos (resultados no mostrados).

Es posible que en todos los organismos las proteinas de la familia Prm1 participen
en la comunicacién entre las envueltas y el interior celular, y en la coordinacion de la
remodelacion de las envueltas. Sin embargo su ausencia parece tener consecuencias
diferentes. En S. cerevisiae y N. crassa la degradacion de la pared celular se veria
favorecida, dando lugar a amplias zonas donde las membranas permanecen yuxtapuestas;
como contrapartida, en estos zigotos la lisis es frecuente. En S. pombe, la balanza se
inclinaria hacia la sintesis, conduciendo a un defecto de fusién severo, ausencia de lisis, e

hipertrofia de la pared celular.

2. La ausencia de Prm1p y de las proteinas Dni podrian alterar algunas propiedades de la

membrana plasmatica en el microdominio de fusién

En S. cerevisiae tanto la cantidad de esteroles en la membrana plasmatica
como su distribucién/organizacion en la misma son relevantes para la fusion celular
(Bagnat y Simons, 2002; Proszynski et al., 2006; Jin et al., 2008; Aguilar et al., 2010;
Grote, 2010). En células humanas se ha propuesto que un incremento de colesterol,
que rebaja la fluidez de las membranas, inhibe la entrada del virus de la hepatitis C
(Chamoun-Emanuelli et al., 2013). Como se ha comentado a lo largo de este trabajo, las
proteinas de las familias Prm1 y Fig1/Dni son integrales de membrana y se concentran en un
microdominio de la membrana plasmatica en la punta de los shmoos. La lisis dependiente de
contacto en el mutante prm1A de S. cerevisiae no se remedia por sorbitol (Jin et al., 2004)
y depende de la [Ca?*] (Aguilar et al., 2007). En S. pombe el alcance del defecto en fusidn

celular de los mutantes dniA depende de la temperatura (Clemente-Ramos et al., 2009).
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Dado que el Ca?* y la temperatura afectan a la fluidez de la membrana (Gordon et al., 1978)
es posible que las proteinas Prm1 y Figl/Dni influyan en el ambiente lipidico que las rodea
en el microdominio, y de ese modo regulen la dindmica de la membrana durante la fusiéon
y/o la activacién del fusdgeno. Fallos en estos aspectos contribuirian al defecto en fusién

de los mutantes.

Asimismo el crecimiento alterado de los mutantes prm1A y dniA en presencia de
compuestos que interfieren de algin modo con los lipidos sugiere que los citados mutantes
pudieran presentar alguna alteracién en la composicién lipidica de la membrana plasmatica.
Se sabe que dentro de la membrana plasmatica se produce una regulacién mutua entre
lipidos y proteinas transmembrana (Marsh, 2008). Asi, tanto Prm1p como el complejo
Dnilp/Dni2p podrian influir en distintos aspectos de la organizacion de los lipidos en el
microdominio de fusiéon, de modo que la ausencia de estas proteinas afectaria a la funcion/
actividad de otras proteinas transmembrana directamente involucradas en la fusién y/o el
anclaje de la membrana a la pared celular. El defecto en fusidn celular del mutante erg6A
de S. cerevisiae (Jin et al., 2008) demuestra la relacién entre un defecto en la composiciéon

lipidica de la membrana y un defecto en la fusion celular.

Los experimentos con la sonda LactC2-GFP sugieren que en la estirpe silvestre la
fosfatidilserina (PS) se excluye de la monocapa interna de la membrana plasmatica en la
zona de contacto intercelular en los momentos previos a la fusidon. Esto puede deberse a
su translocaciéon hacia la hemimembrana externa, su difusién dentro de la hemimembrana
interna, o a que las flipasas que la introducen desde la monocapa externa dejen de
funcionar. Esta reorganizacién de lipidos también ocurre en el mutante dni1A, pero no en
prm1A, lo que sugiere que Prm1p es necesaria para esta modificacién de la membrana.
En células humanas la PS se expone al exterior en diversos procesos bioldgicos tales como
la apoptosis, la activacion de la cascada de coagulacion y la maduraciéon del esperma.
Este cambio en la distribucién de la PS podria ser consecuencia de una disminucion de la
actividad de las flipasas y un aumento de las scramblasas (Vance, 2008) durante estos
procesos. Estudios in vitro con mioblastos de ratén sugieren que una exposicion transitoria
de la PS en la superficie externa podria ser importante para la fusién de estos tipos celulares
(van den Eijnde et al., 2001; Jeong y Conboy, 2011). De manera similar, esta exposicién
de la PS parece ser importante para la fusion celular durante la conjugacion en S. pombe.
Se sabe que la composicion lipidica afecta a propiedades biofisicas de la membrana como
son la curvatura intrinseca, el grosor, la rigidez y la permeabilidad. También se sabe que
la presencia de lipidos con carga negativa (como la PS), o con forma cénica (como la PE)
promueven la fusién (Kinnunen y Holopainen, 2000). Por lo tanto, en el mutante prmi1A
el hecho de que no se produzca la modificacidn en la distribucion de la PS podria alterar la
curvatura/fluidez de la membrana, la accién de los fuségenos, o una sefal de comunicacién
intercelular, impidiendo asi la fusidon. Es mas, las burbujas retractiles son mas frecuentes en

prm1A que en dnilA, lo que parece establecer una correlacidon entre estos dos fenotipos.
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La miriocina entra en las células gracias a la accién de flipasas (Khakhina et al., 2015) y
porelloseutiliza paramonitorizarlaactividad de estas proteinas (Garcia-Marquesetal.,2016).
El mutante prm1A es sensible a este compuesto, lo que indicaria que las flipasas estarian
introduciendo en la célula una mayor cantidad de miriocina que en una estirpe WT. Dado
que la PS se mantiene en la cara interna por la accién de flipasas, una mayor actividad de
estas proteinas explicaria tanto la sensibilidad al compuesto como la presencia de la PS en
la hemimembrana interna del mutante antes de la fusion (Curto et al., 2014). El genoma
de S. cerevisiae contiene al menos 5 flipasas (Catty et al., 1997), de las que tres sufren
una relocalizacién durante la formacidn del shmoo, concentrandose en la punta del mismo
(Sartorel et al., 2014). En S. pombe existen secuencias similares a algunas de ellas pero
permanecen aun sin caracterizar. Es posible que Prm1p regule la actividad de las flipasas,
0 que medie una comunicacion entre la pared celular y la membrana plasmatica y esta

comunicacién genere algun tipo de senal que influya en la actividad de las flipasas.

3. Relacién entre Dnilp, Dni2p y las claudinas

Dnilp y Dni2p estan relacionadas estructuralmente con las proteinas de la familia
Sur7, que se localizan en microdominios de membrana, regulan la organizacion espacial de
la membrana plasmatica y la distribucion de fosfoinositidos, y afectan la estabilidad de las
proteinas en la membrana (Alvarez et al., 2008; Douglas et al., 2012; Wang et al., 2016).
Ademas el crecimiento intracelular de la membrana plasmatica y algunas estructuras en la
zona de contracto intercelular de los mutantes dniA de S. pombe recuerdan a las observadas
en el cuello madre-hija de las levaduras sur7A de C. albicans (Alvarez et al., 2008). A su vez
todas estas proteinas comparten caracteristicas estructurales con las claudinas, proteinas
que compartimentalizan pequefias regiones de la membrana plasmatica actuando como
barrera de difusion (Piontek et al., 2011). Finalmente, las secuencias de aminoacidos de
Dnilp y Dni2p no predicen ninguna actividad enzimatica, por lo que es posible que estas
proteinas posean un papel estructural en la punta del shmoo, siendo necesarias para
localizar o compartimentalizar un conjunto de lipidos que promuevan la correcta fluidez

y/o curvatura necesarias para la fusion celular.

Tanto Dnilp como Dni2p estan incluidas dentro de la familia de claudinas fungicas
(Clemente-Ramos et al., 2009) debido a su topologia y a la presencia de una secuencia
conservada en el primer lazo extracelular. En mamiferos existe cierta divergencia de
secuencia dentro de las proteinas que integran esta familia, y sélo algunas de ellas se han
estudiado en detalle (Gunzel y Yu, 2013; Krug et al., 2014). Aunque en invertebrados las
uniones estrechas no son comunes, estos organismos presentan proteinas con secuencias
similares a las de las claudinas. Sin embargo, esta similitud de secuencia es relativamente

baja tanto entre especies como entre los miembros de una misma especie. Estas proteinas
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de invertebrados forman parte de las denominadas uniones septadas que, aunque no
son analogas a las uniones estrechas de cordados a nivel estructural ni establecen un
contacto tan estrecho, también llevan a cabo una funcion de barrera en los epitelios. Otros
invertebrados, como C. elegans, no poseen ni uniones estrechas ni uniones septadas,
sino otras estructuras de contacto de membranas que comparten algunas caracteristicas
de las uniones estrechas y de las uniones septadas, y que también estan integradas por
proteinas con similitud a claudinas (Simske, 2013). Asi, a parte de la presencia de ciertas
caracteristicas estructurales, es dificil establecer si una proteina es o no una claudina. Por
todo esto, la mera similitud de secuencia y topologia no son suficientes para afirmar ni para

descartar con total seguridad, que Dnilp y Dni2p sean claudinas.

Los elementos estructurales que comparten con esta clase de proteinas no afectan a
su funcidn de la misma manera. En el caso de Dnilp el dominio C-terminal, aunque parece
ser necesario para su endocitosis, caracteristica que si comparten las claudinas de metazoos
(Lal-Nag y Morin, 2009; Gunzel y Yu, 2013), no es estrictamente necesario para su funcion.
De igual modo, las cisteinas conservadas del primer lazo extracelular son dispensables,
lo que podria descartar la idea de que Dnilp perteneciera a esa familia de proteinas. La
eliminacién de cualquiera de las cisteinas de Dnilp hace que Dni2 permanezca retenida en
el RE, lo que podria indicar que Dnilp pudiera ayudar al plegamiento de Dni2p a través de
estos residuos. Por otro lado la sobreexpresion de dnil* es letal y esta letalidad se pierde
tanto si se mutan sus cisteinas como si se elimina Dni2p, lo que sugiere que Dni2p ayuda
a Dnilp a alcanzar su conformacion nativa, que es tdxica cuando aparece en un elevado
nimero de copias. Estos datos sugieren que Dnilp y Dni2p colaboran mutuamente para
su salida del RE. Una opcidn podria ser que ambas se ayudasen mutuamente a alcanzar el
plegamiento correcto, actuando asi como una especie de chaperonas. Esto supondria que
el complejo Dnilp/Dni2p que se detectd por coinmunoprecipitacion se formaria en el RE.
Sin embargo es posible que existieran otras chaperonas que ayuden a Dnilp a alcanzar su
configuracion nativa y salir del RE, ya que al eliminar las cisteinas de Dni2p ésta pierde su
funcionalidad y se reduce su capacidad de interaccionar con Dnilp, y sin embargo Dnilp si
que sale del RE en esas condiciones. Otra opcion seria que se ayuden a formar oligdmeros
(los datos del ensayo TOXCAT sugieren que estas proteinas son capaces de oligomerizar),
quizas proporcionando un entorno adecuado para esta oligomerizacion. Finalmente,
podrian colaborar en su secrecién por algun otro mecanismo. Curiosamente, la proteina
Ncel02p de S. cerevisiae es una proteina tetraspan que se distribuye en microdominios de
la membrana y que participa en un sistema de secrecion de proteinas que carecen de un

péptido senal clasico (Cleves et al., 1996).

Independientemente de que a nivel estructural Dnilp pertenezca o no a la familia
de las claudinas, los resultados de este trabajo demuestran que Dnilp debe permanecer

concentrada en la punta del shmoo para que la fusion celular tenga lugar de manera
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eficiente. De este modo, Dnilp podria actuar como una claudina ayudando a que las
membranas se acerquen y permanezcan muy proximas, prerrequisito para que tenga lugar
la fusion de membranas. Ademas Dnilp podria facilitar el establecimiento de un estado de
hemifusién de las membranas de manera analoga a lo que pudiera suceder en las uniones
estrechas (Kachar y Reese, 1982; Lee et al., 2008) que podria evolucionar para producir
la apertura de un poro. Este pequefio poro iniciaria la fusidon celular y/o permitiria el paso
de moléculas de sefializacion al interior celular. Esta hipétesis no es incompatible con
un papel de Dnilp en el mantenimiento de una organizaciéon de la membrana que fuera
adecuada para permitir la de fusion de las membranas plasmaticas, ya que la curvatura
de la membrana es importante para que se genere la tensidn necesaria para la expansion
del poro de fusion (Kozlov et al., 2010). Por otro lado, existen dos modelos de expansién
del poro de fusion: en el primero, el poro se dilata inmediatamente después de generarse
permitiendo la fusién completa de las membranas; en el segundo, el poro de fusién se abre
y se cierra (modelo Kiss-and-run). Parece ser que el equilibrio entre los dos modos controla
la cinética de apertura (Bretou et al., 2014). Asi, otra posibilidad es que Dnilp no medie
la apertura inicial del poro sino que intervenga en su estabilizacién durante el proceso de
fusion (como se ha propuesto para Prmip de S. cerevisiae). La alteracion de la dindmica

de apertura y/o la estabilidad del poro conduciria a fallos en la fusion de las membranas.

Con respecto a Dni2p, la eliminacion de las cisteinas conservadas conduce a una
pérdida de funcién. Esto puede deberse a la alteracion del plegamiento de la proteina, a su
incapacidad de interaccionar con Dnilp o con otras moléculas de Dni2p, o a su incapacidad
de formar puentes disulfuro intramoleculares. En los trabajos publicados hasta la fecha se
asume que en las claudinas de metazoos se establece un puente disulfuro entre las dos
cisteinas de la misma molécula, aunque esto no se ha demostrado experimentalmente
(Lal-Nag y Morin, 2009; Gunzel y Yu, 2013). Ademas el extremo C-terminal de Dni2p es
necesario para su funcién. Estos hechos, junto a la mayor conservacion del dominio del
primer lazo extracelular, hacen que en este caso si que se pueda hablar de Dni2p como
una claudina flungica, al menos a nivel estructural. Esto hace pensar que pueda estar

relacionada funcionalmente con las claudinas de metazoos.

Las claudinas actian como de barreras de difusion y median procesos de adhesién
celular y formacién de poros selectivos en el espacio extracelular. En este trabajo
se ha demostrado que Dni2p es necesaria para que Dnilp permanezca concentrada
en el microdominio de fusién y ejerza su funcidén en la fusidn celular. Asi Dni2p podria
actuar como una claudina actuando de barrera de difusiéon para Dnilp y ayudando a su
compartimentalizacion en el microdominio de fusién. Otra hipdtesis no excluyente seria
que Dni2p favorezca un estado de hemifusion en la punta del shmoo, que impediria la
difusion de Dnilp. En ambos supuestos, la accidén de Dni2p seria funcionalmente similar a

la de las claudinas. Ademas de ejercer como una barrera que evite la difusiéon de Dnilp, no
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se debe descartar la idea de que Dni2p participe en la adhesion de las membranas de los

dos shmoos o en el establecimiento y/o mantenimiento del poro de fusion.

4. Dni2p podria formar homo-oligdmeros a través de motivos small-xxx-small

Los motivos small-xxx-small presentes en proteinas con varios dominios
transmembrana pueden mediar tanto oligomerizacion de las mismas (pudiendo interaccionar
a través del mismo o de diferentes motivos transmembrana), como facilitar su plegamiento
(Teese y Langosch, 2015). De hecho, a veces, el plegamiento de las proteinas de membrana
puede dirigirse exclusivamente por las interacciones entre las DTMs (Schneider et al., 2007).
Un motivo small-xxx-small media la interaccién de la cuarta hélice de Dni2p consigo misma.
Por otro lado, no se puede descartar que el motivo presente en el DTM3, e incluso los
motivos de Dnilp, interaccionen con los motivos de otras hélices, algo que no se puede
comprobar por el ensayo TOXCAT. En este trabajo se ha propuesto que Dnilp y Dni2p
podrian ayudarse mutuamente a alcanzar el plegamiento correcto, proceso que podria
ocurrir a través de las cisteinas y/o de los motivos small-xxx-small de ambas proteinas.
En el receptor EGF (epidermal growth factor), presente en la superficie de células de
humanos, se han descrito dos motivos small-xxx-small independientes. Uno es necesario
para homodimerizacion y el otro para heteroligomerizacién (Fink et al., 2011). En el caso
de Dni2p, se ha visto que cuando se mutagenizan estos motivos, las versiones mutadas
permanecen parcial o totalmente retenidas en el RE, lo que podria indicar problemas de
oligomerizacién, pero también de plegamiento. En relacion con esta idea, se ha propuesto
la existencia de chaperonas transmembrana que ayudan al plegamiento de proteinas
transmembrana. Estas chaperonas podrian servir de plataforma para permitir y mediar
interacciones hélice-hélice especificas (Schneider et al., 2007). Como se ha mencionado,

las propias Dnilp y Dni2p podrian ser o regular estas chaperonas.

Por otro lado, mediante el ensayo TOXCAT se ha observado que las hélices estudiadas
de Dnilp y Dni2p muestran una interaccion basal elevada, lo que podria sefalar una
tendencia a agregarse. Respecto a la relevancia bioldgica de esta oligomerizacion, habria
varias posibilidades: i) Colaborar en la concentraciéon de Dnilp y Dni2p en la punta de los
shmoos; ii) Estabilizar las proteinas minimizando la interfase proteina lipido; se ha sugerido
que la formacion de oligomeros altamente ordenados podria constituir pasos individuales del
plegamiento durante la formacion de las proteinas transmembrana (Schneider et al., 2007);
iii) Modular la transmision de una sefial; los motivos small-xxx-small estan conservados
en receptores transmembrana acoplados a proteinas G de distintas especies, incluyendo
levaduras, plantas y mamiferos (Lock et al., 2014). Por lo tanto, la oligomerizacién de Dni2p,
una posible interaccidon entre Dnilp y Dni2, o incluso una interaccion con otra proteina con

motivos small-xxx-small, podria desencadenar una sefial que permitiera la progresion de la
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fusion celular; iv) Colaborar en la organizacion de la membrana; como se ha mencionado,
el complejo Dnilp-Dni2p podria participar en la organizaciéon de la membrana plasmatica
en la zona de contacto intercelular. La oligomerizacion podria constituir un requisito para
esta funcion. Una vez que la membrana presentara las caracteristicas idoneas para la
fusion celular, el complejo podria transmitir esta informacion a través de una interaccion
entre DTMs.

El motivo small-xxx-small mas frecuente, y el que mas se ha estudiado, es el integrado
por dos glicinas (Senes et al., 2000). Sin embargo, no aparece como tal en las hélices ni de
Dnilp ni de Dni2p. El DTM4 de Dni2p presenta dos motivos small-xxx-small encadenados,
de los que el segundo esta formado por glicina y serina. Este tipo de motivo aparece con un
una frecuencia un 14% mayor de lo esperado si la disposicion de estos aminoacidos fuera
al azar (Senes et al., 2000), lo que denota su implicacidon de alguna funcion bioldgica. El
motivo doble small-xxx-small del DTM4 de Dni2p interviene en la interaccion hélice-hélice;
pero sera necesario realizar mas estudios para averiguar si el responsable de la interaccion
es el primer motivo, el segqundo, o ambos. Por otro lado, es habitual que aparezcan residuos
alifaticos con tendencia a formar laminas B en posicion £1 o 2 de los residuos pequefios,
lo que podria modular la flexibilidad de la hélice (Senes et al., 2000). En el caso del DTM4
de Dni2 (VAAAVFGWISS) aparecen en posiciones £2 valina e isoleucina. Aunque en alguno
de los otros motivos small-xxx-small analizados aparecen también aminoacidos alifaticos,
éstos no se disponen separados por tres aminoacidos, una distribucion que suele aparecer
en los DTMs con una frecuencia superior a la esperable por azar. Este patron podria ser
el que proporcione flexibilidad a la hélice (Senes et al., 2000). Es decir, parece ser que es
frecuente la aparicion de residuos pequenos en una cara de la hélice, que permitirian la
interaccion, y residuos formadores de laminas B en la otra cara, que estabilizarian dicha

hélice.

Segun las comparaciones de secuencias que se han realizado en este trabajo, la
presencia de un motivo doble small-xxx-small en el DTM4, esta conservada en las claudinas
de mamiferos. Esta es una caracteristica estructural, de la que no se habla en la literatura,
que podria constituir una nueva propiedad de las claudinas. Aunque no todas las proteinas
anotadas como “similares a claudinas” de otros organismos alejados evolutivamente lo
presenten, hay que tener en cuenta que la mayoria se han incluido en la familia de las
claudinas porque comparten topologia, aunque la similitud de secuencias sea reducida. Por
otro lado, también es cierto que en algunas de las claudinas predichas en mamiferos el
motivo small-xxx-small es sencillo y no doble como el que se ha detectado en el DTM4 de
Dni2p. Consecuentemente, seria necesario realizar mas estudios para establecer si el motivo
small-xxx-small del DTM4 de las claudinas podria constituir una propiedad caracteristica de
dicha familia de proteinas. Asimismo habria que estudiar el resto de motivos que, al menos

en las claudinas humanas, aparecen también conservados en otros DTMs.
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Aunque los motivos small-xxx-small han sido los mas estudiados hasta la fecha,
existen otros motivos que median la asociacion de las hélices transmembrana, como
polar-xx-polar o aromatico-xx-aromatico (Fink et al., 2011). En la hélice de la glicoforina A,
utilizada como control del experimento, no se detectan ninguno de estos motivos. Sin
embargo, la hélice 4 de Dnilp contiene un motivo polar-xx-polar intercalado con el motivo
small-xxx-small. La mutacion de los aminoacidos pequefios podria favorecer el efecto del
motivo polar-xx-polar y por ello fomentar la interaccion medida en el ensayo TOXCAT.
Asimismo, la hélice 3 de Dni2p contiene un motivo polar-xx-polar alejado del motivo
small-xxx-small. Dado que segun los datos obtenidos mediante el ensayo TOXCAT
el motivo small-xxx-small de la hélice 3 de Dni2p no parece ser responsable de la
interaccion, es posible que la interaccion basal tan elevada sea consecuencia del motivo
polar-xx-polar. Por otro lado, el motivo small-xxx-small de la hélice 4 de Dni2p favorece la
interaccion hélice-hélice. Sin embargo no es el responsable absoluto de la interaccién, ya
que al mutagenizarlo sigue quedado cierto nivel de interaccidon. Al analizar su secuencia
aparece un motivo aromatico-xx-aromatico que pudiera ser responsable de esa asociacion
residual. Un ejemplo de colaboraciéon de varios motivos en la interaccién entre hélices
transmembrana lo constituye Mam2p, el receptor de la feromona factor P de S. pombe, que
ademas del motivo small-xxx-small contiene sitios adicionales de interaccion hélice-hélice
(Lock et al., 2014).

5. Compartimentalizacién de Dnilp en el microdominio de fusion

En este trabajo se ha demostrado que Dnilp debe permanecer concentrada en la
punta del shmoo para que la fusidn celular proceda eficientemente. Uno de los elementos
que contribuyen a la compartimentalizacién de Dnilp es la actina. Muchas de las claudinas
presentan en su extremo C-terminal un motivo de unidén a motivos PDZ, mediante el
cual interaccionan con proteinas que poseen tales dominios y que actlian como andamios
que las conectan al citoesqueleto de actina (Gunzel y Yu, 2013). Se han descrito varios
motivos consenso de unién a dominios PDZ, aungue existen dominios PDZ que no se unen
a ninguno de ellos (Harris y Lim, 2001). Por esta razoén, el hecho de que ni en Dnilp ni
en Dni2p se hayan encontrado esos dominios, no significa a priori que ninguna de ellas lo
porte. No obstante, en la base de datos no se ha anotado ninguna proteina con dominios
PDZ que pudiera desarrollar esa funcién de andamio con la actina, lo que podria descartar
que éste sea el mecanismo por el que la actina compartimentaliza a Dnilp. La endocitosis,
aungue contribuye a la compartimentalizacion de Dnilp como lo hace con otras proteinas
transmembrana (Trimble y Grinstein, 2015), no parece ser el mecanismo principal por
el que la actina concentra a Dnilp en la punta del shmoo. Es posible que esta capacidad
de la actina sea indirecta, al formar una barrera de difusion mediante su unién a otra(s)

proteina(s) transmembrana en el microdominio de fusién (Fujiwara et al., 2002).
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Cuando se elimina de forma conjunta a dni2*y a la actina, el line-scan mostraba
que Dnilp permanecia mas extendida por la membrana que en cualquiera de las dos
situaciones por separado. Por lo tanto, parece que la ausencia de dni2+ y de la actina
podrian tener un efecto aditivo, y por tanto, ambos contribuirian a concentrar a Dnilp
de distinta manara. De todas formas, hay que tener en cuenta que cuando se trataban
las células silvestres con latrunculina A, Dnilp se encontraba inicialmente concentrada
en la punta del shmoo; al afiadir la droga Dnilp comienza a difundir desde esa zona. Sin
embargo, cuando las estructuras de actina se despolimerizan en una estirpe dni2A, Dnilp
jamas habria permanecido concentrada, y por ello la grafica obtenida podria ser mas plana,
ya que es posible que en la estirpe silvestre Dnilp necesitara mas tiempo para difundir
totalmente desde el punto donde se ubicaba concentrada. Sin embargo, un tratamiento a
tiempos mas largos con latrunculina A complicaria la interpretacion del resultado, ya que
en esas condiciones se alterarian la secrecidén y otros procesos celulares dependientes de
actina. Aun asi, la grafica es muy distinta de la obtenida para dni2A. Ademas, al comparar
el line-scan de una cepa dni2A con el generado para los mutantes carentes del foco de
fusion, el patrén continua siendo diferente, lo que indica nuevamente que la actina y Dni2p
estarian actuando por mecanismos independientes para concentrar a Dnilp. De acuerdo
con esta hipdtesis, en células B de mamiferos se ha descrito la colaboracion entre la actina
y una tetraspanina en la concentracion de un receptor de superficie en nanodominios con
muy baja movilidad (Mattila et al., 2013).

El Spitzenkérper es una estructura caracteristica de hongos filamentosos
compuesta por una acumulacion de vesiculas, F-actina y ribosomas, situada muy proxima
a la membrana apical de las hifas. Se ha propuesto que pudiera actuar como un centro
organizador de actina que podria mediar la fusion de vesiculas secretoras (que entre otras
proteinas de secrecion contienen enzimas de sintesis y degradacion de la pared celular)
en puntos especificos de la membrana plasmatica (Berepiki et al., 2011). Esta estructura
también contiene, forminas, miosinas de tipo V y tropomiosina. Ademas, los microtibulos
junto con los motores asociados son necesarios para la integridad del Spitzenkérper
(Steinberg, 2007). En S. cerevisiae y C. albicans se ha propuesto la existencia de una
estructura similar al Spitzenkérper en la punta de las prolongaciones de conjugacion
(Chapa et al.,, 2011). En mioblastos de D. melanogaster se ha descrito la formacion de
unas estructuras que invaden la célula con la que se van a fusionar y que en la punta
de esas estructuras se dispone un foco de actina (Kim et al., 2015). Es posible que esta
estructura sea similar al foco de fusion de S. pombe y que ambas estén relacionadas con
los Spitzenkdrper, pudiendo permanecer algunas de sus funciones conservadas a lo largo
de la evolucion. De manera similar a como sucede en el Spitzenkdérper, es posible que al
despolimerizar los microtibulos se afecte la integridad del foco de fusién, de manera que

Dnilp dejaria de permanecer eficientemente concentrada en la punta del shmoo, y por ello
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se observen defectos en fusion celular en condiciones en las que estas estructuras estan

comprometidas.

En fusiéon de mioblastos de D. melanogaster se han detectado una acumulacion
de vesiculas en la zona de contacto entre las células, que se ha propuesto que pudieran
transportar las moléculas de adhesion y las proteinas fusogénicas a la membrana
plasmatica. Estas vesiculas derivan del Golgi y se transportan a través de microtibulos
(Kim et al., 2015). Por lo tanto, una hipdtesis alternativa, es que los microtubulos fueran
necesarios para el transporte de vesiculas que contengan a Dnilp y/o Dni2p, aunque este

tipo de transporte no se ha descrito a dia de hoy en S. pombe.

El resultado del tratamiento con el complejo filipina demuestra que para que Dnilp
se mantenga concentrada en el microdominio de fusién es necesaria una determinada
organizacion de los esteroles en la membrana. El hecho de que varios mecanismos
contribuyan a este mantenimiento podria constituir una estrategia para asegurar la
localizacién de Dnilp, pero también podria deberse a que cada uno de los mecanismos
participe en el proceso de manera diferente y regule, ademas, distintos aspectos de la
funcion de la proteina. Las balsas lipidicas interaccionan con proteinas en la membrana
plasmatica y por ello, ademas de participar en su localizaciéon, pueden modular su
plegamiento, actividad y abundancia (Contreras et al., 2011). Por ejemplo, Ncel02p se
concentra en eisosomas dependiendo de la disponibilidad de esfingolipidos y, a su vez,
regula la sefalizacion mediada por las quinasas Pkh dependientes de fosfoinositidos; de
esta manera su presencia en esos dominios de la membrana resulta en la regulacién de
una ruta de sefalizacién. Por ello, es posible que los esteroles de la membrana, ademas
de contribuir a concentrar a Dnilp en la punta del shmoo, contribuyan a que la proteina
pueda adquirir la conformacion correcta o a proporcionar un entorno adecuado para que

promueva la fusion celular.

Los analisis de line-scan han mostrado que la ausencia de Dni2p y el tratamiento
con filipina tienen efectos aditivos en la alteracién de la concentracion de Dnilp en el
microdominio de fusion. Es mas, el efecto con filipina y con latrunculina A sigue siendo
menor al de la eliminacién de Dni2p. Asi, aunque la actina y la organizacion de las balsas
lipidicas contribuyen a la compartimentalizacion de Dnilp, la funcion de Dni2p parece ser de
una naturaleza distinta. En este sentido, no es extrafio que una misma proteina mantenga
varios tipos de interacciones para localizarse en una determinada ubicacion dentro de
la membrana plasmatica. Asi, en S. cerevisiae el complejo formado por Slmi1p-Sim2p
promueve la organizacion del citoesqueleto de actina, la homeostasis de esfingolipidos
y el crecimiento celular. Estas proteinas se intercambian entre dos microdominios de
la membrana plasmatica; se ha propuesto que su ubicacidon en eisosomas depende de
interacciones lipido-proteina, mientras que su ubicacion en microdominios ricos en TORC2

depende de interacciones proteina-proteina.
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En este trabajo se ha observado que, aunque Dnilp y Dni2p son interdependientes
para su localizacion, hay circunstancias en las que Dnilp permanece en el microdominio
de fusidon mientras que Dni2p se observa el RE, y que la estabilidad de Dni2p en el punto
de fusién es menor que la de Dnilp. En base a estas observaciones, se propone un modelo
en el que Dni2p seria necesario para que Dnilp establezca un contacto inicial con alguna
proteina/lipido que garantice su permanencia en un lugar determinado de la membrana
plasmatica. Seria durante este periodo cuando Dni2p se localizaria concentrada en la punta
de los shmoos. Una vez que Dnilp ha contactado con los otros elementos que median
su concentracion, Dni2p seria dispensable y el microdominio enriquecido en Dnilp se
mantendria gracias a la accién (directa o indirecta) del citoesqueleto de actina y de los

esteroles.
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Conclusiones

El presente trabajo ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1.

La proteina Prm1 de S. pombe es necesaria para la fusion celular durante la

conjugacion.

La proteina Prm1 se colocaliza con Dnilp en una region discreta de la membrana
plasmatica que se ha denominado “microdominio de fusion”. Estas proteinas
pertenecen a rutas funcionales independientes necesarias para que las

envueltas celulares se remodelen correctamente para permitir fusion celular.

Durante el proceso de conjugaciéon de S. pombe la fosfatidilserina de la
membrana plasmatica de la zona de contacto intercelular cambia de distribucidn.

La proteina Prm1 es necesaria para que se produzca este cambio.

Las proteinas Dnil y Dni2 forman un complejo y son interdependientes para su

localizacidon en el microdominio de fusion.

Los elementos estructurales que Dni2p comparte con las claudinas son
necesarios para que la proteina lleve a cabo su funciéon. Esto no ocurre en el

caso de Dnilp.

La concentraciéon de Dnilp en el microdominio de fusidon es una condicion
necesaria para que la fusion celular tenga lugar. La proteina Dni2p, y una
organizacion correcta de la actina del foco de fusiéon y de los esteroles de
la membrana plasmatica son necesarias para que Dnilp mantenga esa

distribucion.

Dnilp y Dni2p muestran alta tendencia de oligomerizacién a través de sus
dominios transmembrana (DTM2 y DTM4 en Dnilp y DTM3 y DTM4 en el caso
de Dni2p). Dni2p contiene un motivo small-xxx-small en su cuarta hélice
transmembrana que favorece su oligomerizacion. Este motivo estd conservado

en la secuencia de las claudinas humanas.

La sobreexpresion de dnil* induce la expansion del reticulo endoplasmico
y causa lisis celular. Para que tenga lugar esta lisis celular son necesarias
las cisteinas del motivo conservado en claudinas y el extremo C-terminal de

Dnilp, asi como la presencia de Dni2p y de Irelp.
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Materiales y métodos

1. MICROORGANISMO EMPLEADOS
En este trabajo se han utilizado dos microorganismos:

- La bacteria Escherichia coli se ha empleado en los trabajos rutinarios de clonacién

molecular. Se han utilizado diferentes cepas:

DH5a: como hospedador habitual de los plasmidos utilizados.

DH10B: como hospedador de los plasmidos utilizados en el ensayo TOXCAT,

debido a su menor frecuencia de recombinacion.

CJ236: para los experimentos de mutagénesis dirigida in vitro.

MM39: se ha usado en el ensayo TOXCAT.

En la tabla 111 (Anexo) se recogen las caracteristicas genéticas y la procedencia de
las citadas estirpes. Las diferentes cepas de E. coli se conservan en viales con glicerol al

50% que se mantienen a una temperatura de -80°C.

La mayor parte de este trabajo se ha realizado con la levadura de fisién
Shizosaccharomyces pombe. Las cepas de S. pombe se conservan en glicerol al 30% a

una temperatura de -80°C.

En la tabla 1V (Anexo) se detallan las cepas empleadas en el presente trabajo, sus

caracteristicas genéticas y su procedencia.

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua destilada (Milli-RO), a excepcién
del medio minimo sin nitrdgeno (MM-N), que se elabord con agua destilada y desionizada
(Milli-Q). Los medios de cultivo se esterilizaron por calor himedo en un autoclave. La
seleccién y/o cultivo de cepas auxotrofas o resistentes a antibidticos se realizé afiadiendo

a los medios de cultivo los suplementos o antibidticos necesarios.

Se utilizaron medios de cultivo liquidos y sodlidos. Los cultivos en medios liquidos
se incubaron en matraces Erlenmeyer con una agitacion de 250 rpm. El crecimiento se
controlé determinando la densidad optica (D.0.) a 600 nm en un espectrofotometro. Por
estudios previos realizados en nuestro laboratorio sabemos que una D.O.,,, = 1,0 es
equivalente a 1 x 107 células/ml. Los medios de cultivo sélidos se prepararon afiadiendo

agar al 2%. Estos cultivos se incubaron en placas Petri.

La temperatura de incubacién de los cultivos fue de 37°C para E. coli y de 25°C,

289C, 320°C o0 37°C para S. pombe, segun los experimentos.
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2.1. Crecimiento de Escherichia coli

Para cultivar las estirpes de E. coli se utilizaron los siguientes medios:
LB (Luria Bertani)

e 1% Bactotriptona

e 0,5 % Extracto de levadura

e 1% NaCl

2xYT
e 1,6 % Bactotriptona

e 1 9% Extracto de levadura
e 0,5% NaCl

Medio minimo M9 + Maltosa
e 20% Sales M9 (6,4% NazHPO4—7HZO, 1,5% KHZPO4, 0,25% NacCl, 0,5% NH4CI)
¢ 0,024% MgSo,
e 0,001% CacCl,
e 0,4% Maltosa

La resistencia a antibidticos se analizd suplementando estos medios con ampicilina
(Roche) a 100 pg/ml, kanamicina (Formedium) a 50ug/ml o estreptomicina (Sigma) a
25 ug/ml. En la tabla V (Anexo) se detalla la concentracién y la procedencia de todas las

soluciones stock que se han utilizado en este trabajo

2.2. Crecimiento Schizosaccharomyces pombe

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento
de S. pombe han sido los descritos previamente (Moreno et al., 1991;
http://biotwiki.org/foswiki/bin/view/Pombe/NurseLabManual). A continuacidn se detalla
la composicion de los medios que se han utilizado para la realizaciéon de los diferentes

experimentos.

2.2.1. Crecimiento vegetativo

Los medios usados para el crecimiento vegetativo de esta levadura fueron:

YES (Yeast-extracts with suplements). Se trata de un medio rico

e 0,5% Extracto de levadura
e 3% Glucosa

e 0,025% Leucina

e 0,025% Uracilo

e 0,025% Adenina

e 0,025% Histidina

e 0,025% Lisina
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MM (Medio minimo)
e 0,5% Biftalato de Potasio
2% Glucosa
0,22% Na,HPO,
0,5 % NH,CI

Sales, vitaminas y minerales de acuerdo con lo especificado previamente
(Moreno et al., 1991)

Para la seleccion cepas con determinadas auxotrofias, o transformadas con
plasmidos, el MM se suplementé con 225 mg/l de uracilo, leucina, adenina o histidina,
segun fuera necesario. Cuando fue pertinente, el medio YES se suplementd con geneticina
(G418, de Formedium) a una concentracién final de 120 ug/ml y/o nourseothricina (cloNat,

de WERNER BioAgents) a una concentracion final de 50 pg/ml.

En el caso del mutante prm1A, el medio minimo se suplements ademas con 0,025%
de lisina. Esta necesidad fue consecuencia de la pérdida parcial del gen lys1*, que codifica
una enzima necesaria para la sintesis de este aminoacido, producida al delecionar la ORF

(fase de lectura abierta) de prm1+* debido al solapamiento de ambas ORFs en el genoma.

2.2.2. Conjugacion y esporulacion

Induccién de la conjugacion:

MM-N (Medio minimo sin nitrégeno)
¢ 0,3% Biftalato de Potasio

e 2% Glucosa
e 0,22% Na,HPO,

e Sales, vitaminas y minerales de acuerdo con lo especificado previamente
(Moreno et al., 1991)

e Agua milli-Q

Este medio siempre se utilizd para inducir la conjugaciéon en cultivos liquidos,

siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion:

Desde un cultivo inoculado el dia anterior en medio sdlido se sembrd una pequefia
cantidad de células en medio rico YES, que se incubd durante unas 8-10 horas a 28°C. A
continuacion las células se reinocularon a una D.O.,,, = 0,06 en MM con los suplementos
necesarios y se incubaron durante toda la noche a 28°C. En el caso en que la cepa fuera
termosensible, el cultivo se reinocul6 a D.O. ., = 0,15 y se mantuvo en todo momento
a 259C. Cuando no se disponia de una estirpe h% con las caracteristicas de interés, fue
necesario mezclar dos cantidades iguales de cultivos h* y h- en el momento de transferir

las células desde medio YES a MM. En todos los casos, el cultivo se reinoculd nuevamente
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al dia siguiente para que a la hora de comenzar la induccién de la conjugacion las células
estuvieran creciendo en fase logaritmica (una D.O.,,, ~ 0,8-1). En este momento se
realizaron tres lavados del cultivo con agua ultrapura milli-Q y se resuspendieron en MM-N
preparado con agua ultrapura milli-Q en un volumen de medio 2/3 del volumen inicial.
Para facilitar la aireacion del cultivo la incubacidn se realizé en un matraz Erlenmeyer, en
el que el cultivo constituia 1/10 del volumen del matraz, y con una agitacion de 70 rpm,
que permite el contacto entre las células que van a conjugar. Las muestras para los
experimentos se tomaron al cabo de 3,5 horas de incubacion a 26°C, o de 2 horas a
320C (segun los requerimientos del experimento), tiempo en que se podia observar una
proporcion razonable de células en conjugacion. De todos los protocolos probados para
inducir la conjugacién, éste fue el que garantizé una mayor sincronizaciéon del proceso de
conjugacion en los cultivos, por lo que fue el que se utilizé rutinariamente para estudios de
microscopia y de Western-blot.

MM COMPLETO DE CONJUGACION
Se trata de un medio similar al MM descrito para el crecimiento vegetativo, pero
que contiene la mitad de los suplementos (adenina, uracilo, lisina, leucina e histidina). Este

medio siempre se utilizé sdlido.

Para inducir la conjugacion las cepas de interés se transfirieron a MM completo
de conjugacion desde una placa de YES que habia sido inoculada el dia anterior, y se
incubaron a 32°C unas 9 horas, o a 25°C unas 15 horas. Este protocolo se utilizd para
realizar cruces genéticos, para obtener cepas con caracteristicas de interés. También se

utilizd para estimar la eficiencia de conjugacion al cabo de tiempos largos de incubacion
(ver mas adelante).

Induccion de la formacion de shmoos:

Para algunos experimentos interesé obtener un gran niumero de shmoos de manera
sincronizada, sin que entraran en contacto con shmoos de tipo sexual opuesto. Para estos
experimentos se utilizaron cepas carentes de los genes cyr1* (la adenilato ciclasa, interviene
en la ruta de sefializacion del desarrollo sexual. Davey, 1998) y sxa2* (la proteasa que
degrada el factor P. Imai and Yamamoto, 1994). La delecidn de cyrl* hace que las células
sean capaces de diferenciar shmoos en medios que contienen nitrégeno (Stern and Nurse,
1997), mientras que la de sxa2* permite que sean hipersensibles a feromonas. En los
experimentos se utilizd un preindculo de una estirpe h- que habia crecido durante toda la
noche en MM. Al dia siguiente el cultivo se reinoculé en el mismo medio a D.O. ,, = 1y
se incubd durante dos horas a 28°C. A continuacion se afadié la feromona factor P a una
concentracion final de 1,5 yg/ml. Para realizar los experimentos, las muestras se tomaron
tras una incubacion de 3h a 25°C, momento en el que ya se podia observar un nimero

razonable de shmoos en estadios tempranos.
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Estimacion de la eficiencia de conjugacion y esporulacion:
Los medios utilizados fueron:

MM COMPLETO DE CONJUGACION

Se trata del mismo empleado para la induccién de la conjugacién, especificado en la

seccién anterior. Este medio es el que se utilizé para los experimentos rutinarios.

MM COMPLETO DE CONJUGACION + SORBITOL

Medio similar al anterior suplementado con el estabilizador osmético sorbitol a una
concentracion final de 1,2 M. Este medio se utilizé con el fin de reducir la presién osmotica
extracelular, y asi averiguar si los fenotipos que se habian observado previamente eran una
consecuencia de problemas en la pared celular, estructura que protege a las células de la
presiéon osmotica de forma natural.

MEA (Medio agar extracto de malta)

e 3% Extracto de malta

e 0,023% Suplementos: leucina, adenina, histidina y uracilo

SPA (Medio agar de esporulacién)

e 1% Glucosa
e 7,3 mM KH,PO,

e Vitaminas de acuerdo con lo especificado (Moreno et al., 1991)

Las condiciones de cultivo en todos los medios fueron similares:

Si se trataba de cruces entre cepas heterotdlicas (h* y h") se tomaron 107 células
de cada una de las dos estirpes parentales (procedentes de cultivos creciendo en medio
rico liquido en fase logaritmica de crecimiento), se centrifugaron y se inocularon en placas
de medio MM de conjugacién. En aquellos casos en los que se utilizaron cepas homotalicas
(h%9), se realiz6 una réplica desde cultivos en placas de medio YES, incubados durante toda
la noche, a placas de MM de conjugacion. Estas placas se incubaron a 32°C durante 2 dias,
0 a 21°C durante 4 dias, para que tuvieran lugar la conjugacioén y la esporulacion. En estas

condiciones, el calculo de la eficiencia de conjugacion se realizaba a tiempo final.
Los calculos para estimar la eficiencia fueron:

- La eficiencia de conjugacién se calculé como el nUmero de prezigotos mas zigotos
mas ascas, respecto al numero de células totales (prezigotos, zigotos, ascas y

células vegetativas).

- La eficiencia de fusién se calculé como el nimero de zigotos mas ascas respecto al

numero de prezigotos mas zigotos mas ascas. Este parametro se us6 como medida

indirecta de la fusion celular.
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Aislamiento de ascosporas al azar:

Para la realizacion de cruces genéticos dirigidos a obtener una progenie con las
caracteristicas genéticas necesarias, se mezclaron aproximadamente igual cantidad
de células de las estirpes parentales de interés en placas de MM de conjugacién, y se
incubaron a 32°C durante 2 dias (o a 25°C durante 4 dias cuando los mutantes presentaban
problemas en conjugacion), para que tuviera lugar la esporulacion. En el caso de que uno
de los parentales fuera una cepa homotalica h*° y el otro una cepa heterotalica h* o h-, se
llevd a cabo el mismo procedimiento, pero la cantidad de células tomadas de la cepa h*° fue
menor que la cantidad de células de la cepa heterotalica, para asi disminuir la probabilidad

de que conjugasen células de la cepa homotalica entre si.

Una vez que en el cultivo se observo la presencia de ascas maduras (refringentes
a la luz), se tomo6 una pequefia muestra del cultivo que se resuspendidé en 1 ml de agua,
al que se anadieron 5 yl de B-glucuronidasa/arilsulfatasa (Roche). La mezcla se incubd a
temperatura ambiente en agitacion, durante 15 horas aproximadamente, para facilitar la
digestién de la pared celular del asca y la liberacién de las esporas. Pasado este tiempo
se contd el nUumero de esporas/ml y se hicieron diluciones, de modo que se sembraron
entre 300 y 500 esporas en una placa de medio YES. Las colonias obtenidas se analizaron
seleccionando aquellas que portaban el genotipo de interés mediante la utilizaciéon de

medios selectivos, analisis por PCR u observacion al microscopio.

2.2.3. Condiciones especiales de crecimiento

Medios con diferente concentracion de calcio:

Para estudiar la influencia del Ca2* en la conjugacion de diferentes estirpes se prepard
un MM sin calcio eliminando el CaCl, de los minerales, y reemplazando el pantoneato de
calcio de las vitaminas por pantoneato de sodio. Posteriormente se afiadieron las cantidades
de CaCl, necesarias para obtener las concentraciones finales de Ca** deseadas (100 M y
100 mM). Si lo que se pretendia era eliminar todo el Ca?* del medio, al MM sin calcio se le
afadieron los quelantes BAPTA (0,1 mM) o EGTA (10 mM).

Medios suplementados con compuestos que interfieren con los lipidos de
la membrana:

En algunos experimentos interes6 analizar el comportamiento de diferentes estirpes
cuando se modifica la composicion de su membrana plasmatica. Para este analisis se
estudio el crecimiento de las mismas, suplementando el medio de cultivo con los siguientes

compuestos:

- Miconazol: inhibidor de la sintesis de esteroles (Launhardt et al., 1998). Se anadid
a concentraciones finales entre 0,5 yM y 1 puM. El analisis se realizd siempre en

medio solido.
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- Complejo Filipina: es un antibiético de la familia de los polienos que interfiere
con los esteroles de la membrana plasmatica, provocando su disrupcién y por
tanto la muerte celular (Van Leeuwen et al., 2008). Para analizar la sensibilidad
a este antibiodtico, se recogieron células de un preindculo en fase logaritmica por
centrifugacién y se resuspendieron en medio liquido que contenia el complejo
Filipina a concentraciones entre 1,25 ug/ml y 1,75 ug/ml. Se realizaron diluciones
seriadas 1:4 en placas microtiter con el mismo medio, de manera que se diluian
las células pero no la concentracion del compuesto, y se monitoriz6 la D.O.,, del
cultivo a lo largo de 48 horas utilizando un espectrofotometro de placas (Multiskan
Ascent, Thermo).

- Miriocina: inhibe la sintesis de esfingolipidos (Arita et al., 2011). Se afadié al
medio a concentraciones entre 1 yM y 2,5 uM. El andlisis se llevd a cabo siempre
en medio sélido.

- Duramicina: péptido que al unirse a la fosfatidiletanolamina (PE) en la
hemimembrana externa resulta citotdxico (Lopez-Marques et al., 2010). Se anadid
a una concentracion 90 pug/ml a cultivos de cepas h*° dos horas después de proceder
a inducir la conjugaciéon en MM-N. Para estudiar la viabilidad de los cultivos, estos
se plaquearon en YES en diluciones seriadas 1:4 a las 2, 3 y 5 horas de tratamiento

con el compuesto.

- Papuamida B: péptido citotéxico que reconoce a la fosfatidilserina (PS)
(Lopez-Marques et al., 2010). Se utilizdé a 12 pg/ml de manera similar a lo descrito

para la Duramicina.

Medio minimo con tiamina (MM+Ti):

Este medio se utilizé cuando las cepas portaban un plasmido con un promotor del
gen nmtl* (no message in thiamine), y se queria reprimir la expresion del gen que se
encontraba bajo el control de dicho promotor. Las placas de MM se suplementaron con
20 pg/ml de tiamina.

3. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.1. Vectores utilizados
3.1.1. Vectores de E. coli

pBluescript KS* (Stratagene): Se trata de un pldsmido autoreplicativo de 2958 pares
de bases (pb) que lleva incluido el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacién

ColE1 y un fragmento del operdn lac de E. coli que codifica la enzima B-galactosidasa.
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Dispone de un sitio de clonacion multiple, en el que aparecen 21 sitios Unicos de restriccion,
que permiten la seleccion de clones recombinantes por a-complementacién de cepas de
E. coli portadoras de la delecién lacZ M15. Flanqueando los sitios de restriccién Unicos se
encuentran los promotores de las ADN polimerasas T3 y T7, que se utilizan para la sintesis
de ARN in vitro. También contiene el origen de replicacion f1 que permite la obtencién
de ADN monocatenario tras infeccion de las células portadoras del plasmido con el fago
auxiliar M13K07.

PGEM-T (Promega): Plasmido con un tamano de 3003 pb derivado del vector
pGEM-5Zf (+). En su secuencia presenta el gen de resistencia a ampicilina, el origen de
replicacion ColE1 y un fragmento del operdn lac de E. coli que codifica el péptido a de la
B-galactosidasa. Posee 13 sitios Unicos de reconocimiento para endonucleasas de restriccion
y flanquedndolos se encuentran los promotores de las ARN polimerasas T3 y SP6. Ademas,
estos plasmidos presentan un fragmento de 456 pb que contiene el origen de replicacion
f1 que permite la obtenciéon de ADN de cadena sencilla. Este vector es lineal y cuenta con
una timina en cada extremo por lo que se emplea principalmente para la clonacién de

fragmentos de ADN amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

pccKAN (Russ and Engelman, 1999): Se trata de un pldsmido de 7360 pb que contiene
el dominio N-terminal (ToxR’) del factor de transcripcién dependiente de dimerizacion ToxR
de Vibrio cholerae bajo el control del promotor constitutivo ToxR, fusionado al dominio
C-terminal de la proteina de unién a maltosa (MBP). Esta es una proteina monomérica del
espacio periplasmico de E. coli que forma parte del sistema de toma de maltosa, actuando
en el reconocimiento de este disacarido y de maltodextrinas (Boos and Shuman, 1998).
Estas dos secuencias se encuentran unidas por un fragmento de ADN que contiene los
sitios reconocidos por las enzimas de restriccion BamHI (también reconocido por DpnI)
y Nhel que permiten la clonacién de fragmentos transmembrana flaqueados por dichas
secuencias. Ademas presenta el gen reportero cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) bajo el
control del promotor ctx. ToxR’ es responsable de la activacion transcripcional de los genes
que se encuentran bajo el control del promotor ctx (Kolmar et al., 1995). También contiene

el gen de resistencia a ampicilina para su seleccion.

3.1.2. Vectores de S. pombe

Estos plasmidos poseen una serie de caracteristicas comunes que consisten en la
presencia de un origen de replicacion, un marcador de selecciéon bacteriano (el gen de
resistencia a un antibiético, que en el caso de los utilizados en este trabajo se trata del
gen de resistencia a ampicilina) y un marcador de seleccion en levaduras (generalmente
un marcador metabdlico). Los plasmidos multicopia portan una secuencia de replicacion
autonoma (ARS), mientras que los plasmidos integrativos no la contienen, por tanto, la

forma de mantener estos Ultimos plasmidos en la célula es integrarlos en su cromosoma.
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Para ello es necesario linearizarlos mediante la digestion con una enzima de restriccion,
lo que permitird que se integre de una manera estable en el genoma de S. pombe por

recombinaciéon homdloga.

pAL-KS* (J.Ishiguro, Konan University, Japén): es un plasmido multicopia para
S. pombe de 6300 pb obtenido a partir del vector pBluescript KS*, al que se afiadio la
secuencia de replicacion auténoma arsi*, que aumenta la frecuencia de transformacion
y reduce el nimero de copias del plasmido. Lleva el marcador de seleccién LEUZ2 de

S. cerevisiae, capaz de complementar la mutacion leu1-32- de S. pombe.

pPAU-KS™*: plasmido multicopia con un tamafo de 5600 pb con las mismas
caracteristicas que el pAL. En este caso el marcador de seleccion es el gen URA3 de

S. cerevisiae, capaz de complementar la mutacién ura4-A18 de S. pombe.

pREP 3X (Maundrell, 1993): plasmido multicopia construido a partir del vector de
E. coli PUC119 afiadiendo el marcador LEU2 que permite complementar la mutacién leu1-32
de S. pombe. Su caracteristica mas destacable es que porta el promotor nmti1+* reprimible
por tiamina fusionado a un sitio de clonacién multiple (Xhol/Sall/BamHI/Smal), lo que
permite la sobreexpresion de los genes clonados cuando las células se incuban en un medio
carente de tiamina. Existen otras variaciones que presentan los marcadores de seleccion
ura4* e his3* que complementan las mutaciones ura4-A18 e his3-A1 respectivamente
(Moreno et al., 2000).

pJK148 (McLeod et al., 1987): Vector integrativo de 5343 pb. Posee un sitio de
clonacion multiple, el gen leu1* como marcador de seleccién en levaduras, el gen de
resistencia a ampicilina, un fragmento del operoén lac de E. coli y el origen de replicaciéon
ColE1 de E. coli.

3.2. Técnicas generales de manipulacion de ADN

Todos los protocolos utilizados para la manipulacion del ADN (tratamientos con
enzimas de restriccion, obtencion de ADN, electroforesis de ADN, etc.) se recogen en
el manual escrito por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 1989). Ademas de
las indicaciones generales de este manual de laboratorio, se tuvieron en cuenta las

especificaciones de las casas comerciales suministradoras del material.

El analisis de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o por tratamiento con
enzimas de restriccion se realizd mediante electroforesis en geles de agarosa (Hispanlab)
elaborados a distintas concentraciones (entre 0,7% y 2% de agarosa), segun el tamafio de
los fragmentos a separar. Los geles se prepararon con tampdn TAE (Tris acetato 40 mM,
EDTA 1 mM) al que se le afiadié bromuro de etidio (Bio-Rad) a una concentracion final de

0,5 pg/ml.
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Para separar y aislar bandas de ADN, que posteriormente se utilizaron en reacciones
de ligacién, se utilizé un kit comercial (NucleoSpin). Las ligaciones de los fragmentos de
ADN purificados se llevaron a cabo utilizando la enzima ligasa del fago T4 (Fermentas) e
incubando la mezcla de ligacion a 16°C de 12-16 horas. Esta mezcla de ligacién se utilizo

directamente para transformar E. coli.
3.3. Obtencién de ADN

Para la extraccién de ADN plasmidico de E. coli, de manera rapida y a pequefa
escala (mini-preps), se empled el método de rotura alcalina descrito anteriormente
(Zhou et al., 1990). Las células se lisan por adicién de una mezcla de NaOH y dodecil sulfato
sédico (SDS), precipitandose finalmente el ADN por la adiciéon de isopropanol y sales. En
algunos casos, cuando interesé la obtencién de mayor cantidad de ADN plasmidico y de

mayor pureza, se empled un kit comercial (QIAprep® Spin Miniprep Kit).

La extraccion de ADN plasmidico y gendmico de S. pombe se realizé por diferentes
procedimientos siguiendo los protocolos descritos anteriormente (Moreno et al.,, 1991;
Sambrook et al., 1989).

3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR se realizé en el termociclador
MyCycler™ (BioRad) utilizando en la mezcla de reaccion (de 20 pl, volumen final) 2 ul
del ADN usado como molde, los cuatro desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) a una
concentracion final de 0,2 mM cada uno, los oligonucleétidos utilizados como cebadores a
1 uM, MgCl, a 3 mM, 0,25 unidades de la polimerasa (BIOTAQ™ de Bioline), y el tampén
de reaccidon suministrado por dicha casa comercial (el volumen se completdé con agua). Se
aplicd un numero variable de ciclos y de temperaturas de anillamiento, dependiendo de las
caracteristicas del experimento que se estuviera llevando a cabo. Por lo general se programo
un ciclo de 5 minutos a 94°C para desnaturalizar el ADN. Seguidamente se dieron entre 25
y 35 ciclos que consistian en los siguientes pasos: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, para
permitir el anillamiento, y 1 minuto/kb de ADN a amplificar a 72°C, para permitir la sintesis

de las cadenas de ADN. Por ultimo se programo un ciclo de extension 10 minutos a 72°C.

En los casos en que la PCR se utilizé para amplificar un fragmento de ADN que
posteriormente se clonaria para su expresion en S. pombe, la reaccién varidé ligeramente.
La mezcla de reaccion en este caso era de un volumen final de 50 pl y contenia 600 ng
de ADN molde, 0,4 mM de dNTPs, 3% de DMSO y 0,02 unidades de una polimerasa con
actividad 3’-5' exonucleasa correctora de errores (VELOCITY de Bioline). En este caso se
llevdé a cabo un ciclo inicial de 2 minutos a 98°C, seguido de 25 ciclos consistentes en
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C, y 1 minuto por kb de ADN a amplificar a 72°C.
Por ultimo se programé un ciclo de extensién de 1 minuto a 72°C.
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3.5. PCR semicuantitativa

Esta técnica permite estimar el nivel de expresion de los genes objeto de estudio y
se llevd a cabo para estudiar en qué momentos del ciclo celular se expresan dnil*, dni2*y

prmi+,
Para la extracciéon del ARN se partido de cultivos de 20 ml tanto en crecimiento

vegetativo como en condiciones de conjugacion. Las células se recogieron por centrifugacion,
se lavaron con 1 ml de agua fria y se congelaron en hielo seco para facilitar la rotura.
Después de haber descongelado la muestra, el precipitado se resuspendié en 50 pl de
agua, se afadieron 50 pl de TRIizol® (Bioline) y 500 pl de perlas de vidrio de 425-600 nm
tratadas con acido (Sigma), y se mezcld todo enérgicamente con la ayuda de un voértex. La
rotura se llevo a cabo en una Fast-prep (MP-Biomedicals) aplicando 3 ciclos de 20 segundos
de duracidén a velocidad 5,5. A continuacion se agujereo el tubo con la ayuda de una aguja
caliente, se coloco dentro de un tubo nuevo y se sometio un breve pulso de centrifugacion
a baja velocidad para recoger la muestra libre de las bolitas de vidrio en el tubo limpio.
Posteriormente se afiadieron 200 pl de cloroformo (Merck), se agitd con el vortex durante
15 segundos, y la muestra se centrifugé a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La
fase superior se transfirid a un tubo nuevo y se precipitd con un volumen de isopropanol
(Merck) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugd a 4°C
durante 10 minutos a 12.000 rpm. Después se lavé con 1 ml de etanol 70% (Merck).
Para la eliminacion completa del alcohol se centrifugd durante 5 minutos a 7500 rpm a
temperatura ambiente y se incubd 30-40 minutos a 32°C. El precipitado se resuspendid
en 100 pl de agua tratada con DEPC y se guardd a -80°C. Al dia siguiente se observaron
las muestras mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. A continuacidén se
cuantificé la concentracion de ARN en una dilucién 1:5 de la muestra utilizando un equipo
Nanodrop 1000 (Thermo scientific). Antes de comenzar a trabajar con ARN, para evitar la
degradacion del mismo, todos los instrumentos se habian lavado con SDS 1% y el material

fungible se habia autoclavado varias veces.

El ARNm se tratd con el kit Dnasel (Invitrogen), siguiendo las recomendaciones
de la casa comercial, para degradar los restos de ADN que pudieran quedar en la
muestra. A continuacion se utilizd el kit SuperScript III (Invitrogen) para sintetizar el
ADNc (ADN complementario, carente de intrones) usando como cebador un oligo poliT,
ya que la mayoria de ARNm contienen una cola de poliA al final de su secuencia. Este kit

contiene una enzima retrotranscriptasa que permite la sintesis de ADN a partir de ARN

La PCR semicuantitativa se llevo a cabo en un termociclador convencional. La mezcla
de reaccién era de 20 pl y contenia: MgCl, 2,5 mM, los cuatro dNTPs a una concentracion
final de 2 mM cada uno, los oligonucledtidos a 0,4 uM que hibridaban en la ORF del
gen objeto de estudio y 2,5 unidades de la polimerasa (BIOTAQ™ de Bioline). Se utilizo

como molde 1 ul del ADNc sintetizado previamente. Como control de carga se empled la
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amplificacion obtenida para el gen act1*. Durante la PCR se llevo a cabo un ciclo inicial de
2 minutos a 94°C, seguido de, 18 ciclos para prm1+*y actl*, o 22 ciclos para dnil*y dni2+.
Estas repeticiones consistian en: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C (para prm1+
y actl*) o a 55°C (para dnil* y dni2*) y 1 minuto/kb a 72°C. Para terminar se aplicé un
ciclo final de 2 minutos a 72°C. En todos los experimentos se incluyd un control negativo
consistente en una muestra en la que no habia tenido lugar la sintesis de ADNc porque no

se le afiadieron ni el oligonucledtido poliT ni la retrotranscriptasa.

3.6. Mutagénesis dirigida in vitro

Esta técnica se utilizé para introducir pequefias mutaciones en el gen de interés. En

todos los casos se siguidé un método que incluye los siguientes pasos (Kunkel et al., 1987):

1.- Transformacion de la cepa CJ236 de E. coli con el plasmido que porta el inserto de
ADN bicatenario que se desea mutagenizar. Esta cepa bacteriana contiene el episoma F,
que le permite ser infectada por el fago auxiliar M13K07, y dos mutaciones que son de
utilidad en la mutagénesis dirigida. La mutacidn dut inactiva la enzima dUTPasa y esto
hace que las moléculas de ADN sintetizadas porten la base nitrogenada uracilo en los
lugares donde debia aparecer timina. La mutacion ung inactiva la uracilo N-glicosilasa y

esto permite que el uracilo incorporado al ADN no sea eliminado.

2.- Extraccion de ADN de cadena sencilla infectando las bacterias con el fago M13
que al replicarse incorpora en su capsida a una de las cadenas del plasmido bicatenario con

el inserto de interés.

3.- Fosforilacion del oligonucledtido que porta la mutaciéon deseada, y que actuara
como cebador para la sintesis de la cadena complementaria a la hebra sencilla, rica en
uracilo, obtenida en el paso anterior. Para ello se utiliza la enzima polinucleétido quinasa

del fago T4 segun la técnica descrita previamente (Sambrook et al., 1989).

4.- Anillamiento del oligonucledtido fosforilado a la zona complementaria del
ADN de cadena sencilla. Este paso se lleva a cabo incubando ambas moléculas de
ADN durante 1 minuto a 100°C (para permitir la desnaturalizacion del ADN) y dejando
descender la temperatura lentamente por debajo de 35°C (para permitir el anillamiento del
oligonucleédtido al molde). A continuacidn se afiade el tampon de sintesis, T4 ADN ligasa y
T7 ADN polimerasa y se incuba la mezcla de reacciéon 5 minutos de en hielo, 5 minutos a
temperatura ambiente y finalmente 90 minutos a 37°C, para que la sintesis de la cadena

complementaria tenga lugar por extension del oligonucledtido cebador.

5.- Transformacién de la cepa DH5a de E. coli con la mezcla de reaccion. En esta
cepa, la hebra rica en uracilo se degrada, replicandose exclusivamente la cadena sin uracilo

que es la que ha incorporado la mutacion deseada.
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3.7. Construccion de plasmidos
3.7.1. Clonacién del gen prm1+*

El gen prm1+*se clond a partir del genoma de una cepa silvestre de S. pombe mediante
la técnica conocida como “reparacion del hueco” (gap repair) (Orr-Weaver et al., 1983),
que permite la transferencia de un fragmento de ADN desde el genoma hasta un plasmido
replicativo que contenga las regiones flanqueantes de dicho fragmento. El plasmido debe
permanecer en forma lineal, de modo que al introducirlo en una cepa de levadura pueda
tener lugar la recombinacion homdloga para recuperar el fragmento de interés, localizado
entre las dos regiones flanqueantes. Esto permite que el plasmido se vuelva a circularizar, de
manera que los transformantes pueden crecer en el medio selectivo adecuado. Finalmente

se extrae ADN total de estos transformantes y el plasmido se amplifica utilizando E. coli.

En el caso de prm1+ se emplearon dos oligonucleétidos, Prm1Apa-F y Prm1Eco-R,
(en la tabla VI (Anexo) se indica la secuencia de todos los oligonucledtidos utilizados
en este trabajo), para amplificar por PCR un fragmento de ADN, de aproximadamente
1Kb y correspondiente a la regién localizada delante del ATG de la ORF, flanqueado por
los sitios Apal y EcoRV. Por otra parte los oligos PrmBam-F y PrmScKp-R se utilizaron
para amplificar un fragmento de ADN, de aproximadamente 1Kb y correspondiente a la
region situada a continuacién del codén de parada, flanqueado por los sitios BamHI y
Sacl. Ambos fragmentos se clonaron en el plasmido KS-Not, obteniéndose el plasmido
KS-Not+prm1+5'+3’. Este plasmido se corté con Apal y Sacl para clonar dicho fragmento
en el plasmido pAL. El plasmido resultante se digirié con las enzimas Pstl y BamHI
para su linearizacion y se introdujo en la cepa silvestre HVP281 de S. pombe mediante
transformacién. Los transformantes se seleccionaron en placas de MM-leu. Los plasmidos
de diversos transformantes se recuperaron mediante extraccion de ADN de levadura y
transformacién de E. coli. Posteriormente se confirmé que portaban la secuencia de prm1+
mediante analisis de restriccidn, y se secuenciaron para compararlos con la secuencia del
gen depositada en las bases de datos. Asi se comprobd que el gen clonado no presentaba

ninguna mutacién. El pldsmido generado se denomind pAL+prm1-.

3.7.2. Construccion del casete de delecion prm1::KAN

El gen prm1+ se eliminé del genoma mediante la técnica del “remplazamiento génico”
(Rothstein, 1983). Esta técnica consiste en la construcciéon de un casete en el que las
regiones 5’ y 3’ no codificantes del gen de interés se ligan a un marcador de seleccion. El
casete de delecion se introduce en la cepa adecuada por transformacién para que tenga
lugar la recombinacion homdloga entre las regiones contiguas a la ORF del gen, que estan
presentes tanto en el casete como en el genoma. De este modo el marcador de seleccidon

sustituye a la ORF en el genoma. Para estudiar los efectos de la ausencia del gen prm1+* en
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las células, se construyd un casete de delecidn en el que la ORF de dicho gen se sustituyd
por el gen KanMX6 (Bahler et al., 1998), que proporciona resistencia a kanamicina en
E. coli y a geneticina (G418) en S. pombe. El fragmento se clond entre los sitios EcoRV vy
BamHI del plasmido KS-Not+prm1+5'+3’, generando un nuevo plasmido que se denomind
KS+prm1::KAN.

3.7.3. Construccion del casete de delecion dni2::NAT

Durante la realizacion de este trabajo se habia observado experimentalmente que
la prototrofia de uracilo ralentizaba la entrada en conjugacion. Para facilitar los estudios
de conjugacion se generd un casete de delecidén para el gen dni2+ distinto al que existia
en el laboratorio (dni2::ura4*. Clemente-Ramos et al., 2009). Para ello los fragmentos
de ADN de 1 kb anterior al ATG y posterior al codon de parada de dni2+ se obtuvieron a
partir del plasmido 148+dni2GFP (Clemente-Ramos, 2006) mediante digestion con Apal y
HindIII, y con Notl y Sacl, respectivamente. Por otro lado se digirié el plasmido pFA6+NAT
(Sato et al., 2005) con HindIIl y NotI para obtener el gen NatMX6, que confiere resistencia
a nourseotricina. Los tres fragmentos se ligaron al vector KS+, y el plasmido resultante se
denomind KS+dni2::NAT. El casete se liberd del vector cortando con Apal y Sacl y se uso

para transformar la cepa HVP281 de S. pombe.

3.7.4. Marcaje de los genes dnil*, dni2*y prm1+*

Para poder observar la localizacidon de las proteinas de interés bajo el microscopio de
fluorescencia, éstas se fusionaron a proteinas fluorescentes. La proteina verde fluorescente
(GFP, del inglés “Green Fluorescent Protein”) o la proteina roja fluorescente mCherry
se clonaron al final de la ORF de los genes correspondientes como fragmentos de ADN
flanqueados por sitios para la enzima de restriccion Notl. Para ello previamente se habia
introducido, mediante mutagénesis dirigida in vitro, un sitio de reconocimiento para dicha
enzima antes del coddn de parada de la proteina correspondiente. La insercidon correcta
del fragmento se comprobd por analisis con enzimas de restriccion y/o mediante PCR. En
estas construcciones las proteinas fluorescentes estan separadas de la proteina de interés
por una “bisagra” de 12 alaninas, con el fin de evitar la distorsidon de la estructura de la
proteina que se esta estudiando. En el laboratorio se disponia de Dnilp y Dni2p marcadas
con GFP (Clemente-Ramos, 2006; Clemente-Ramos et al., 2009) pero para la realizacidon
de este trabajo también se fusionaron a mCherry. Prm1p se marcoé con ambas proteinas

fluorescentes siguiendo el mismo procedimiento.

Para detectar las proteinas de interés mediante ensayos tipo “Western-blot”

se utilizaron las proteinas marcadas con GFP, y ademas se procedié al marcaje de las
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mismas con el epitopo HA (hemaglutinina). Este epitopo es un pequefio péptido de 9
aminoacidos (aa) (YPYDVPDYA) procedente de la proteina hemaglutinina del virus de la
gripe. Un fragmento de ADN de 115 pb que porta tres copias consecutivas del epitopo se

clond flanqueado por sitios NotT al final de la ORF de los genes.

La funcionalidad de todas estas proteinas marcadas se comprobd mediante
analisis de la capacidad de complementar el defecto en fusion celular de los mutantes

correspondientes.

3.7.5. Construccion de plasmidos de sobreexpresion

Para el estudio de la funcidn de las proteinas Dnilp, Dni2p y Prm1p se procedié a
expresarlas en plasmidos de sobreexpresidon. La ORF del gen dni1* se clond en el plasmido
pREP3x (0 en sus derivados) como un fragmento de ADN flanqueado por los sitios de
restriccién para las enzimas Xhol y Sacl. La ORF de dni2* se clond como un fragmento
gue contenia en sus extremos la diana para las enzimas Smal y Sacl. Por otro lado, para
la clonacién del gen prm1+* en este vector fue necesario introducir un sitio SnaBI antes del
cododn de inicio de la ORF del gen por mutagénesis dirigida. El corte con esta enzima genera
un extremo romo en el fragmento del ADN, que puede ligarse a otro extremo generado por
digestién con cualquier enzima que genere extremos, como es Smal, cuya diana aparece
en el sitio de clonacion multiple del vector. En el caso de que se utilicen dos enzimas
distintas para generar el extremo romo, el fragmento resultante de la ligacion carecera de
la dianas de ambas. La ORF de prm1+ se obtuvo por digestién con las enzimas SnaBI y Sacl

para insertarla en el plasmido pREP3x que se habia cortado con Smal y Sacl.

3.7.6. Construccion del plasmido KS+LactC2-GFP

El dominio similar a discoidina C2 de la lactadherina de la leche es capaz de unirse
a la fosfatidilserina (PS) de la capa interna de la membrana, de manera que si se fusiona
a la GFP, es posible visualizar la localizacién de este fosfolipido (Yeung et al., 2008). Para
analizar el comportamiento de la PS en la membrana plasmatica de S. pombe durante el
proceso de conjugacién, se expreso la construccién LactC2-GFP de manera constitutiva.
Para ello el dominio LactC2-GFP se amplificd por PCR a partir del pladsmido LactC2-GFP-p416
(#22853 de Addgene) flanqueado por los sitios de corte para las enzimas de restriccién
HindIIl y EcoRI. Fragmentos de ADN de 1 kb situados 5’ y 3’ respecto a la ORF del gen
actl* (que codifica la actina) se amplificaron flanqueadas por las dianas de las enzimas
Apal y HindIll, y de las enzimas EcoR y Notl, respectivamente. Todos los fragmentos se
clonaron en el vector KS+ al que se habia ligado el gen NatMX6. El plasmido final que
portaba la construccién de interés se linearizé por digestién con la enzima EcoRV para su

integracion en el locus act1+.
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3.7.7. Construccion del plasmido 148+Psyl-mCherry

La proteina de fusidon que se expresa a partir de este plasmido se empleé como
marcador de la membrana plasmatica. En la coleccion del laboratorio se disponia
del plasmido KskKAN+Psyl-Cherry, un plasmido integrativo con el gen KANMX6
como marcador de seleccion. Debido a la necesidad de un marcador diferente,
se construyd un derivado del mismo en plK148. Para su construccién se digirio
KsKAN+Psy1-Cherry con Xbal y Sacl y se cloné en el vector plK148. Este nuevo

plasmido se lineariz6 mediante la digestion con Tth111I para su integracion en levadura.

3.7.8. Clonacién de hélices transmembrana para el ensayo TOXCAT

La prediccién de la secuencia de los dominios transmembrana (DTM) se realizé con
el programa TMHMM-2.0 ] (Krogh et al., 2001). A partir de dichas secuencias se disefiaron
dos oligonucledtidos antiparalelos flanqueados por las secuencias que derivan del corte con
las enzimas de restriccion Nhel y BamHI. A la hora del disefio de estos oligonucledtidos,
fue necesario afiadir una guanina adicional en la secuencia de BamHI para que no se
modificara la fase de lectura de la ORF al clonarlo en el vector pccKAN. En la tabla VI
(Anexo) se indican los oligonucleétidos disefiados para la construccién de los plasmidos

necesarios para la realizacién del ensayo TOXCAT.

Se mezclaron cantidades equitativas de los juegos de oligonucledtidos
correspondientes, a concentracion 100 uM en un volumen final de 100 ul, y se facilitdé su
hibridacidn calentandolos a 100°C para posteriormente dejar descender la temperatura por
debajo de 35°C lentamente. Como resultado, se obtuvo un fragmento de ADN bicatenario
correspondiente a la secuencia de cada DTM flanqueado por secuencias similares a las
generadas por digestién con las enzimas Nhel y BamHI. De este modo estos fragmentos
de ADN podian clonarse en el plasmido pccKAN. Para realizar esta ligacion se tomo 1pul de

una dilucion 1:10 de los oligonucledtidos hibridados.

Para la amplificacion de ADN plasmidico se empleé la estirpe de E. coli DH10B, ya que
se comprobd que si se utilizaba la cepa DH5a era frecuente la aparicion de reorganizaciones

internas.

3.8. Transformaciones
3.8.1. Transformacion de Escherichia coli

La transformacion de células competentes de E. coli con mezclas de ligacion se
realizd de acuerdo con el procedimiento disefiado anteriormente (Kushner, 1978). Este

método promueve la entrada de ADN en las células sometiéndolas a un choque térmico.

En el caso de la transformacion de la estirpe de E. coli MM39 con los plasmidos

construidos en el vector pccKAN se empled el método de la electrotransformacion (o
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electroporacién) (Sambrook et al., 1989). Esta técnica se basa en el aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica mediante la aplicacion de un campo eléctrico
externo. Se utilizd 1 pl de la mezcla de ligacién del vector pccKAN con el inserto
correspondiente. El electroporador (BioRad) se ajusté a 25 pF, 2,5 kV y 200 Q. Las células

se plaquearon en LB suplementado con ampicilina y estreptomicina.

Para amplificar plasmidos ya construidos se empled el método simplificado conocido

como “transformacién del minuto” (Golub, 1988).

3.8.2. Transformacién de Schizosaccharomyces pombe

Las transformaciones de S. pombe se llevaron a cabo siguiendo el método del acetato
de litio (Ito et al., 1983), con las modificaciones descritas por Bahler y colaboradores
(Bahler et al., 1998).

4. TECNICAS MICROSCOPICAS Y TINCIONES

4.1. Microscopia de campo claro y de contraste de fases

Para la observacion de células en campo claro o en contraste de fases se tomaron
muestras directamente de cultivos incubados en medio liquido o en placa. Se utilizé un
microscopio Leica DM RXS. La captacién de imagenes se realizé con una camara digital
Leica Qsensys y el programa informatico Qfish asociado a ella. Las imagenes obtenidas de

esta manera se procesaron con el programa Adobe Photoshop.

Tincion con azul de metileno:

El azul de metileno es un colorante que sélo penetra en las células muertas, debido
a la pérdida de permeabilidad selectiva. Como consecuencia, dichas células aparecen
tenidas de color azul, mientras que las células vivas no se tifien. Cuando se quiso evaluar la
existencia de lisis celular, se recogié una muestra del cultivo que se centrifugd. Las células
se resuspendieron en un pequefio volumen de una solucién de azul de metileno al 0,6% y

se observaron inmediatamente al microscopio de campo claro.

4.2. Microscopia de fluorescencia

La observacion de muestras con fluorescencia se realizé en un microscopio
Leica DM RXA, mediante la iluminacion de las mismas con un sistema de epifluorescencia
empleando una ldmpara de mercurio de 100 W (EBQ100). La captacion de las imagenes
obtenidas en este microscopio se llevo a cabo con una camara digital Leica Qsensys y el

programa informatico Qfish asociado a ella. En algunos experimentos se utilizd un equipo
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Personal DeltaVision Microscope (Applied Precision) equipado con un microscopio invertido
Olympus IX-70, una ldmpara de xendn y una camara Photometrics HQ-2. La captacion de
imagenes se realizd con el programa informatico DeltaVision Softworx Resolve3D asociado

al sistema.

En ambos casos se usaron los filtros adecuados para dejar pasar la luz UV de una
determinada longitud de onda, segun los espectros de excitacidon-emision propios de los
fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas. Las imagenes obtenidas de esta manera
se procesaron con los programas Adobe Photoshop e Imajel. Las fotografias obtenidas con
el sistema DeltaVison son series de 15 planos adquiridos en z a intervalos de 0,2 um. Las
proyecciones maximas que se muestran corresponden a 4-6 planos centrales adquiridos
en cada serie. En cada ensayo realizado con este microscopio se indica si las imagenes

mostradas son planos medios o proyecciones.

4.2.1. Fluorescencia directa con GFP y RFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos
procedente de la medusa Aequorea victoria (Chalfie et al., 1994), que posee la capacidad
de emitir luz verde a 507 nm 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 esta razén, suele usarse como sistema
de deteccidn in vivo de la expresiéon y la localizacion subcelular de proteinas. También
existe una proteina roja fluorescente (RFP), que procede del coral Dicosoma striata, y
emite fluorescencia roja con un pico a 607 nm cuando se excita con una longitud de onda
de 584 nm. Al igual que la GFP, esta proteina mantiene la capacidad de emitir fluorescencia
cuando se expresa heterdlogamente. Se han obtenido varios derivados de la RFP cuya
luz de emisidon es mas brillante y estable, como es el caso de la mCherry, utilizada en
este trabajo, que emite luz de 610 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de
587 nm (Shaner et al., 2005).

Para usar esta técnica se fusiona en fase la secuencia de ADN que codifica la proteina
fluorescente con la del gen de la proteina objeto de estudio, y se introduce la proteina de
fusion en las células de interés por transformacion. Estas células se observan al microscopio
de fluorescencia. Al presentar la GFP y la RFP diferentes espectros de absorcion y emision,
es posible expresarlas en una misma célula para realizar estudios de colocalizacion de dos

proteinas.
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4.2.2. Tratamientos con compuestos quimicos

Tratamiento con latrunculina A:

Este compuesto secuestra los mondmeros de actina, blogueando de este modo
la polimerizacién de los filamentos por el extremo +. Como estos filamentos contintdan
despolimerizandose por el extremo -, el efecto neto del tratamiento con latrunculina A es la
despolimerizacion de las estructuras de actina (Ayscough et al., 1997). Este tratamiento se
llevé a cabo para estudiar si la localizacion de diversas proteinas dependia del citoesqueleto
de actina. Para ello se centrifugaron 60 pl de un cultivo, al que previamente se habia
inducido la diferenciacién a shmoos, para asi recoger las células. Estas se resuspendieron
en 60 ul de agua y se afiadieron 1,2 pl de latrunculina A quedando asi a una concentracién
final de 100 pyM. La muestra se incubé 10 minutos a temperatura ambiente y se
observd al microscopio. Para comprobar el efecto del compuesto se sometié la estirpe
h?° 41xnmt-GFP-CHD (HVP4261) a un tratamiento similar. Esta cepa expresa una sonda de
union a estructuras de F-actina fusionada a la GFP. Tras el efecto de la latrunculina A, la

GFP se observa dispersa por el citoplasma.

Tratamiento con MBC (Metil Benzimidazol-2il-Carbamato):

Se llevé a cabo cuando se quiso eliminar el citoesqueleto de microtubulos, ya que este
compuesto es un agente despolimerizador de dichas estructuras (Mulvihill y Hyams, 2002).
El tratamiento se realizé con una concentracion final de MBC de 50 pg/ml durante 10 minutos
a 25°C. Ademas de las estirpes objeto de estudio, se tratd en paralelo la cepa h® Atb2-GFP
(HVP2127), en que la a-tubulina esta fusionada a la GFP, y que por tanto sirvid como

control de la actuacion del MBC.

Tratamiento con brefeldina A:

Este compuesto se emplea para inhibir la secrecion, ya que disgrega el aparato de
Golgi (Turi et al., 1994). Como consecuencia, las proteinas de membrana que se sintetizan
en el reticulo endoplasmico no consiguen alcanzar la membrana plasmatica, porque su
trayecto se encuentra bloqueado a la altura del aparato de Golgi. La brefeldina A se utilizo
para bloquear el flujo de proteina de nueva sintesis, y asi poder analizar la estabilidad de
varias proteinas en un microdominio de membrana. Para la realizacion del experimento
se indujo la formacion de shmoos en las cepas objeto de estudio y se afiadid brefeldina A
(a una concentracién final de 400 pM) a 250 pl del cultivo. La mezcla se incubd durante

10 minutos a temperatura ambiente.

4.2.3. Tincién con Calcofltor

El CalcoflUor es un compuesto que se une a los polimeros con enlaces B(1,3) y B(1,4).

Por esta razon se usa para tefiir la pared celular fungica, compuesta por polisacaridos con
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estos tipos de enlaces, y para detectar anomalias en dicha estructura. En S. cerevisiae
el Calcofltor tifie esencialmente las zonas de la pared celular ricas en quitina. En el caso
de S. pombe, que no posee cantidades detectables de quitina, el Calcoflior se une al
B(1,3) glucano lineal que se concentra en el septo y los polos celulares (lugares de sintesis
activa de pared celular). El Calcofllor se excita por la luz ultravioleta de unos 372 nm
de longitud de onda y emite fluorescencia de color azul. La fuente de Calcofltor utilizada
fue Blancophor BBH (Bayer Corporation). Este colorante se prepard a una concentracion
de 10 mg/ml disolviéndolo en agua con ayuda de unas gotas de KOH 10 N, ya que este
compuesto precipita a pH acido. Posteriormente la solucién se filtré y se mantuvo a 4°C,

protegida de la luz.

Para realizar la tincidn se centrifugd 1 ml de cultivo durante 1 minuto a 3000 rpm vy
se elimind el sobrenadante. Las células se lavaron con 1 ml de agua y se resuspendieron

en unos 15 ul de una solucion de calcofldor 0,5 mg/ml.

4.2.4. Tincion con Hoeschst 33258

Cuando interesé analizar la distribucion de los nucleos celulares se empled
Hoeschst 33258, un colorante que se une preferentemente a las zonas que contienen A-T
en el ADN de doble cadena. Tras su excitacién con luz de longitud de onda de 360 nm, este
compuesto emite fluorescencia azul (470 nm). Se utilizé una forma de Hoechst denominada
33258, que es muy soluble pero que no es muy permeable para las células de S. pombe.
De este modo se obtiene una tincidn simultédnea de los nucleos de células vivas (por tincién
especifica del ADN) y de la pared celular (por tincién inespecifica de la misma por las

moléculas de Hoechst que no logran penetrar en las células).

Para realizar la tincion se tomd 1 ml de un cultivo en condiciones de conjugacion,
se lavd con 1 ml de agua destilada y las células se resuspendieron en 20 pl de una solucién
de Hoeschst 33258 a 50 ug/ml (preparada a partir de una solucidon madre de este colorante
que estaba a 1 mg/ml en agua destilada). Las células se tifieron de esta manera durante
5-10 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con agua y se observaron al

microscopio de fluorescencia.

4.2.5. Tinciobn con FM4-64

Para analizar el proceso de endocitosis se empled la tincion de células vivas con
el colorante FM4-64 [dibromuro de N-(3-trietilamonopropil)-4-(6-(dietilamino)fenil)
hexatrienil) piridina]. El FM4-64 es un colorante lipofilico fluorescente que permite observar
el proceso de endocitosis desde su incorporacion a la membrana plasmatica, su transporte

por la ruta endosomal y su llegada e incorporacion a la membrana vacuolar como destino
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final (Vida and Emr, 1995). Esta Ultima caracteristica permite también analizar la morfologia

de dichos organulos celulares.

Para la tincion con FM4-64 se centrifugd 1 ml de cultivo durante 1 minuto a 3000 rpm.
Se retird el sobrenadante, dejando 50 ul del mismo para resuspender las células. El tubo
con la muestra se introdujo en hielo y se incubd durante 2 minutos para asi detener el
proceso de endocitosis, que depende de energia. Se afiadio el FM4-64 a una concentracion
final de 20 uM. Las muestras se mantuvieron en hielo durante 3-5 minutos mas para
hacer posible una incorporacion eficiente del colorante a la membrana, lo que permite
observar claramente las zonas activas de endocitosis. Debido a la rapida internalizacion de
este colorante, a los 2 minutos ya se pudieron apreciar endosomas en el interior celular.
Para detectar la membrana vacuolar fue necesario incubar las muestras un minimo de
30 minutos a 30°C después de haber afiadido el colorante. En todos los casos las células

se observaron al microscopio de fluorescencia (A excitaciéon 508 nm; A emision 751 nm).

4.2.6. Tincion con Lucifer yellow

Con el fin de estudiar la endocitosis de compuestos solubles y de particulas de bajo
peso molecular (pinocitosis) se tifieron las células con el colorante vital Lucifer yellow CH.
Este colorante de bajo peso molecular es soluble e impermeable a la membrana plasmatica,

se toma por endocitosis y termina por almacenarse en el lumen vacuolar (Riezman, 1985).

Para realizar el experimento se centrifugaron tomaron 1,5 ml del cultivo a 3000 rpm
y se retird el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 90 ul de medio de cultivo
y se mezclaron con el colorante de manera que éste quedara a una concentracion final
de 4 pg/ml. Las muestras se incubaron de 15 a 90 minutos a 30°C. Seguidamente las
muestras se lavaron dos veces con 1 ml de agua. Las células se resuspendieron en 100
Ml de medio de cultivo y se observaron inmediatamente al microscopio de fluorescencia

(A excitacion 428 nm; A emisién 542 nm).

4.3. Experimentos de time-lapse

Se realizaron para estudiar el comportamiento de una misma célula a lo largo del
tiempo. Para llevarlos a cabo se usaron cdmaras para microscopio de 8 pocillos ibidi u-slide
a las que se afiadieron 5 pul de lectina de soja a 1 mg/ml (Sigma), que se distribuyeron por
toda la superficie para facilitar la adhesidén uniforme de las células. Una vez que la lectina
se habia secado, se lavd el pocillo con 300 pl de medio MM-N, ya que estos experimentos
se realizaron con cultivos de células en condiciones de conjugacién. A continuacién el
pocillo se llené con 600 pl del cultivo objeto de estudio y se incubd durante 1 minuto a

temperatura ambiente, para que las células se adhirieran a la lectina. A continuacion se
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recogié la mezcla con la que se habia llenado el pocillo, que contenia las células que no se
habian adherido a la lectina, y se lavo el pocillo 2 veces con 300 ul de medio. Finalmente
se anadieron 300 ul de medio para que las células estuvieran activas mientras se realizaba
el experimento. Las imagenes se tomaron con equipo Personal DeltaVision Microscope a

2809C, pero esta vez en un soélo plano central.

En los casos en los que se quiso visualizar la pared celular, se eliminé el MM-N
de la muestra y las células se resuspendieron en 600 ul de MM-N con Calcoflior a una
concentracion final de 2,5 yg/ml. La muestra se introdujo en el pocillo cubierto de lectina
y se incubd durante 1 minuto. Se utilizd MM-N con Calcofldor a 2,5 ug/ml para los lavados

y para incubar las células durante el experimento.

4.4. Cuantificacion por “line-scan”

Se llevd a cabo con el fin de representar graficamente la intensidad de fluorescencia a
lo largo de una linea. Para ello se empled el programa informatico Imagel. La cuantificaciéon
se realizd a partir de imagenes de 16 bits adquiridas con el equipo Personal DeltaVision
Microscope. Para llevar a cabo esta técnica se comenzé por dibujar una linea a mano alzada
a lo largo de la zona objeto de estudio. La medida de la fluorescencia se obtuvo con el
comando “plot profile” y los datos obtenidos se exportaron al programa Excell de Microsoft.
Todos los valores se normalizaron respecto al valor maximo, obteniéndose asi el porcentaje
de fluorescencia en cada punto de la linea dibujada, respecto a dicho valor. En las graficas

se representd este porcentaje de fluorescencia frente a la distancia que recorria la linea.

4.5. Microscopia electrénica de transmision

Los experimentos de microscopia electrdnica se realizaron en la Universidad de Stony
Brooks, en Nueva York, en colaboracidon con el laboratorio de la Dra. Janet Leatherwood.
Las células se fijaron con permanganato de potasio al 2%. Después se deshidrataron
sometiéndolas a pases sucesivos en etanol al 70%, 90% y 100%, se lavaron tres veces con
la siguiente mezcla: 5 ml de resina Epon-812, 1,5 ml de dodecenil anhidrido succinico y
3,5 ml de metil anhidrido nadico. Finalmente las muestras se resuspendieron en la mezcla
Epon con el acelerador DMP-30 (0,15 ml), se dejaron durante dos horas a temperatura

ambiente y 24 horas a 60°C antes de ser seccionadas con un microtomo.

5. ANALISIS Y DETECCION DE PROTEINAS

5.1. Obtencioéon de extractos proteicos

Se obtuvieron a partir de cultivos en fase logaritmica de crecimiento (D.O. ., = 1)

o bien en condiciones de conjugacion, segun el experimento. Se utilizaron cultivos de un
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volumen minimo de 30 ml para S. pombe y 20 ml para E. coli. Las células se recogieron
por centrifugacion a 3000 rpm y se lavaron con 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) al
20% frio. A continuacion se resuspendieron en 50 ul de TCA al 20% y se afiadieron 500 pl
de Ballotini (perlas de vidrio de 0,40-0,60 mm de diametro; “Glasperlen”, Braun Biotech
International). Las células se rompieron en una “Fast Prep” FP120 (Savant Bio101) en tres
ciclos de 16 segundos a una velocidad de 6 y a 4°C, con una incubacion de 5 minutos en
hielo entre los pulsos de rotura. Posteriormente las bolitas de vidrio se lavaron afiadiendo
400 pl de TCA al 5% frio y agitandolas enérgicamente con un vortex. Los extractos
celulares se transfirieron a un tubo nuevo de 1,5 ml frio picando la base del tubo que
contenia la muestra con una aguja caliente, y colocandolo dentro de un tubo nuevo. Los
tubos se centrifugaron durante 1 minuto a 3000 rpm en frio. Las muestras, recogidas en
el tubo nuevo, se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm a 4°C y se desecho el
sobrenadante. El precipitado se resuspendié en una solucién compuesta por SDS al 10 %
y Tris Base 1M, y se calenté durante 10 minutos a 65°C. Posteriormente se centrifugd la
muestra durante 2 minutos a 13.200 rpm y se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio.
La cantidad de proteina en cada muestra se valoré con el kit “Protein Assay” de BioRad
(Método Bradford) usando duplicados de diluciones 1:10 de cada muestra, y utilizando
estandares de seroalbimina bovina (BSA) para realizar una recta patrén (0, 5, 10, 15y
20 pl de una soluciéon a 1 mg/ml). Seguidamente se afiadié un volumen de tampdn de
carga SB2x (Tris HCI pH 6,8 100 mM, SDS 2%, B-Mercaptoetanol 0,286 M, glicerol 20% y
azul de bromofenol) igual al equivalente de extracto necesario para cargar entre 10y 75 ug
de proteina en el gel. En algunos casos los extractos proteicos se guardaron congelados a
-200C.

5.2. Separacion por electroforesis, transferencia e inmunodeteccidn de proteinas

Las proteinas se separaron segln su tamano mediante electroforesis en geles
de diferente porcentaje de poliacrilamida (BioRad) en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Los geles se polimerizaron el dia anterior a 4°C y la electroforesis se realizd
empleando el tampdn de carrera Laemmli 1x (Tris base 3 g/I, glicina 14,4 g/I, SDS 5%) a
una intensidad de 100-150 V durante 1,5-2 horas. Se emple¢ el sistema de electroforesis

“Mini Protean 3” de BioRad siguiendo las recomendaciones de la casa suministradora.

En otras ocasiones las muestras se cargaron en geles de gradiente de poliacrilamida
comerciales (3-8% NuPAGE® Tris-Acetate Gels 0 4-12% NuPAGE® SDS-PAGE Gels, Life
Technologies) y se empleo el sistema de electroforesis Novex® Mini-Cell de Life Technologies
siguiendo las recomendaciones de la casa suministradora. La electroforesis de los geles se
realizé con el tampon MES-SDS Running Buffer (FORMEDIUM), empleando un voltaje de

150 V durante un periodo de aproximadamente 1,5 horas en frio.
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En ambos casos la transferencia de proteinas a membranas de PVDF (Inmobilon™-P,
Millipore) para su posterior deteccion con anticuerpos. Se llevé a cabo mediante el sistema
“Mini Trans Blot” (BioRad) usando el tampdn de transferencia Tris-Glicina (Tris base 3 g/I,
glicina 14,4 g/l, metanol 10%), durante unas 2 horas a 100 V. Para evitar el calentamiento

excesivo del tampdn se mantuvo la cubeta en un bafio agua-hielo durante todo el proceso.

Con el fin de evitar uniones inespecificas del anticuerpo se procedio al bloqueo de
la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente. La solucion de bloqueo empleada
fue leche en polvo desnatada (Sveltesse-Nestlé) al 5% disuelta en TBST (Tris base 2,5g/I,
NacCl 9 g/I, Tween-20 al 0,025%).

Después del bloqueo, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario pertinente
diluido en la misma solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente la
membrana se lavd 2 veces durante 10 minutos con TBST para eliminar el anticuerpo que
no se habia unido, y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente en la solucién
de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente se efectuaron otros
dos lavados con TBST como en el caso del anticuerpo primario. Los anticuerpos utilizados
se detallan en la tabla V (Anexo).

Para el revelado se recurrid a la deteccidon de la actividad peroxidasa (enzima ligada
al anticuerpo secundario) por quimioluminiscencia, empleando el kit “WesternBright™ ECL"
(Advansta). Cuando la intensidad era muy débil se utilizo el kit “ECL Select” (Amersham
Pharmacia). En ambos casos se siguieron las instrucciones proporcionadas por la casa
comercial. La luminiscencia se detectd en peliculas fotosensibles (Fuji Medical Ray-X Film,
Fujifilm).

5.3 Co-inmunoprecipitacion

Para realizar este tipo de experimentos se partié de cultivos en condiciones de
conjugacion de 200 ml. Las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron con 25 ml
de tampon “STOP” (154 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM NaN,, 10 mM NaF) con el objetivo
de parar el metabolismo celular. A continuacién se enjuagaron con 4,5 ml de una solucién
de lavado (50 mM Tris-HCI pH 7,5 y 5 mM EDTA). Seguidamente se resuspendieron en
1,5 ml de tampdn de lisis (50 mM Tris-HCl; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 ul/ml aprotinina,
leupeptina y pepstatina; 10 pl/ml PMSF) y se congelaron en N, liquido. La rotura celular se
realizé por lisis mecanica en N, liquido empleando un molino criogénico (FREEZER/MILL®
6670), lo que permitiéd mantener las muestras congeladas en todo momento evitandose asi
su degradacion. Se sometieron a 2 ciclos de rotura de 1 minuto cada uno a una intensidad
de 12 cps (rango 1-15) con un preenfriamiento de 1 minuto. Las muestras se mantuvieron

a -80°C toda la noche. Al dia siguiente se dejaron descongelar en hielo, se pasaron a
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tubos de 1,5 ml y se centrifugaron durante 2 minutos a 3000 rpm a 4°C para eliminar las
paredes y los restos celulares. El sobrenadante se transfirié a tubos para ultracentrifuga
(Beckman coulter optima TLX) y se centrifugd durante 30 minutos a 100.000 xg para
recoger las membranas celulares. A continuaciéon las membranas se resuspendieron
en 1 ml de tampon IP [50 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 1mM EDTA; 2 ul/ml aprotinina,
leupeptina y pepstatina; 10 pl/ml PMSF, Digitonina 2% (Sigma), Tritdn X-100 2% (Sigma)]
y se incubaron durante 1 hora a 4°C en agitacién para la extraccién de las proteinas de
la membrana. Este tampon se preparaba el dia anterior y se mantenia a temperatura
ambiente sin anadir el tritdn X-100. Para disolver la digitonina, la solucién se calentaba en
el microondas hasta ebullicion. Al dia siguiente se calentaba durante 5 minutos a 100°C
y se dejaba enfriar, primero a temperatura ambiente y posteriormente en hielo, para a
continuacion anadir el tritdn X-100. Después de la extraccion de las proteinas de membrana
en el tampdn IP, las muestras se volvian a centrifugar a 100.000 xg durante 30 minutos
para recoger los restos de membranas que no se hubieran extraido y evitar asi falsos
positivos de proteinas presentes en un mismo fragmento de membrana. A continuacion se
valord la concentracion de proteina en los sobrenadantes mediante el método Bradford,
como se ha detallado anteriormente, y se llevd cada muestra hasta un volumen final de
1,1 ml. Se separaron 100 pul, se mezclaron con 33 pl de tampon de carga SB4x (Tris HCI
pH 6,8 200 mM, SDS 4%, B-Mercaptoetanol 4%, glicerol 36% y azul de bromofenol) y se
calentaron durante 10 minutos a 65°C. Estas muestras se denominaron “extractos totales”
y se mantuvieron en hielo. Con el resto de las muestras se procedio a la purificacion de las
proteinas marcadas con el epitopo HA o con la GFP utilizando el kit uMACS™ Epitope Tag
Protein Isolation Kit (Miltenyi Biotec) siguiendo las indicaciones proporcionadas por la casa
comercial. Para facilitar la desnaturalizacion de las proteinas una vez purificadas, se afiadio
DTT a una concentracion final de 10 mM al tampdn de elucion proporcionado por la casa
comercial antes de su utilizacidon. A continuacion, todas las muestras se desnaturalizaron
durante 10 minutos a 65°C y se centrifugaron durante 1 minuto a 13.200 rpm para eliminar
posibles agregados. La electroforesis de proteinas de los “extractos totales” (10 pl en un
gel para revelar con el anticuerpo anti-GFP y 20 ul en un segundo gel para revelar usando el
anticuerpo anti-HA) y las muestras de inmunoprecipitado (20 ul en cada uno de los geles)
se analizaron mediante un ensayo Western-blot tal y como se ha explicado anteriormente.

Los anticuerpos utilizados se detallan en la tabla vV (Anexo).

6. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Valoracion de la actividad CAT:
Para la realizacién del ensayo TOXCAT se procedi6 a la valoracién de la actividad

de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) como medida indirecta de la fuerza de
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interaccion de dos hélices dentro de la membrana plasmatica. El ensayo se basa en las
siguientes premisas: la enzima CAT confiere resistencia al cloranfenicol (CAM) ya que
cataliza su acetilacidon a partir de acetil coenzima A (ACoA). Como resultado, el grupo
sufhidrilo (-SH) del ACoA queda libre, siendo susceptible de reaccionar con DTNB (reactivo
de Ellman). Esta reaccién genera un compuesto de color amarillo que se cuantifica por

espectrofotometria (Hsin et al., 2011).

Para el ensayo se utilizd la estirpe MM39 de E. coli transformada con el vector
pccKAN que porta la hélice transmembrana objeto de estudio. Se partié de un cultivo de
3 ml que habia crecido durante toda la noche en LB con ampicilina a 37°C. A la mafiana
siguiente se reinocularon 50 pl del cultivo en 3 ml de medio fresco y el cultivo se dejo
crecer durante ~1,5 horas hasta que el valor de la D.O., llegara a 0,8-1. En este momento
se tomo6 1 ml del cultivo y se mantuvo en hielo durante 20 minutos con el objetivo de
parar el crecimiento celular. A continuacidn las células se recogieron por centrifugacion
a 13.200 rpm durante 15 minutos a 4°C, y se resuspendieron en 500 pl de tampon de
sonicacion (25 mM Tris-HCI pH 8 y 2 mM EDTA). La rotura celular se llevd a cabo con un
sonicador (Labsonic-M) aplicando un ciclo de 2 minutos de duracién a una amplitud del
70%. A continuacion las muestras se centrifugaron 10 minutos a 13.200 rpm y se transfirio
el sobrenadante a un tubo nuevo. Se realizé una medida continua en el espectrofotdmetro
(BioRad Smart Spec™ Plus) durante un total de 6 minutos cada 3 segundos, a una longitud
de onda de 417 nm. Para ello se mezclaron en la cubeta 750 pl del tampodn de reaccidon
[0,1 M Tris-HCI pH 8; 0,4 mg/ml DTNB (Sigma)], 250 pl de ACoA a 0,4 mM (Sigma)
y 40 ul de la muestra. La reaccion se dejo estabilizar a temperatura ambiente durante
3 minutos y a continuacién se procedid a su medida en el espectrofotdmetro durante
2 minutos. Esta medida corresponde a lo que se ha denominado “linea base”. Transcurrido
este tiempo se afiadieron a la misma cubeta 40 pl de CAM 25 mM (Sigma). Esta mezcla
de reaccion se dejo estabilizar y se contabilizé la medida de la D.O.,,, durante 4 minutos
(desde el segundo 150 al 360). El ensayo se realizé 3 veces con tres replicados bioldgicos.
Los controles previamente establecidos corresponden a la hélice transmembrana de la
glicoforina A (GpA) silvestre (control positivo) y un mutante de la misma (G83I) (control
negativo) (Russ y Engelman, 1999). La glicoforina A es una proteina transmembrana de

tipo I de los eritrocitos humanos (Chasis y Mohandas, 1992).

La actividad CAT se calculé como la pendiente de la recta obtenida al representar
el valor de la D.O. respecto al tiempo. Para obtener el valor de la actividad CAT relativa se
restd la pendiente de la linea base a la pendiente de la recta obtenida después de la adicién
del CAM. Este valor se normalizé con respecto a la D.O.,,, del cultivo de cada replicado
bioldgico y se normalizé nuevamente respecto al valor de actividad CAT del control positivo.
Los resultados se muestran como porcentaje de actividad CAT de cada muestra de interés

respecto a la actividad del control positivo, GpA, al cual se le asigna un valor del 100%.
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7. ANALISIS BIOINFORMATICO DE DATOS

Para los estudios in silico de los genes y de las proteinas de interés se utilizaron los
siguientes programas bioinformaticos y bases de datos, que estan disponibles on line en

las direcciones electrénicas que aparecen a continuacién:

- SGD (base de datos de S. cerevisiae): http://www.yeastgenome.org/

- PomBase (base de datos de S. pombe):

http://www.genedb.org/genedb/pombe/index.js

- PDB (banco de datos de proteinas): http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

- UniProt (base de datos de proteinas): http://www.uniprot.org/

- BLAST (alineamiento de secuencias y blusqueda/comparacion con las proteinas vy

genes depositados en las bases de datos): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
- CLUSTALW (programa de alineamiento multiple para ADN vy proteinas):

http://ebi.ac.uk/clustalw
- Expasy (analisisdelasecuenciayestructuradelasproteinas): http://www.expasy.org/

- Simfit (programa de analisis estadistico de datos):

http://www.simfit.org.uk/download.html

Para comprobar la significacién estadistica de los resultados obtenidos se realizaron

los test t-Student y Wilcoxon-Mann-Whitney.

- GraphPad Prism (programa de analisis estadistico de datos): se utilizd para la
comparaciéon multiple mediante el método Holm-Sidék de las graficas obtenidas de

las cuantificaciones de cada line-scan.
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Tabla Il1. Estirpes de E. coli empleadas en el este trabajo

NOMBRE ‘ GENOTIPO ‘ PROCEDENCIA ‘
DH5a su_pE44, lacU169 (80laczM15), hsdR17, RecAl, endAl, gyrA96, Invitrogen
thi-1, relAl
CJ236 dut-1, ung-1, thi-1, relA-1; pCJ104 (Cm") BioRad
F"mcrA A(mrr-hsd RMS-mcr BC), ® 80 dlac ZAM15, AlacX74,
DH10B end Al, rec Al, deoR A(ara,leu) 7697, araD139 galU galK nupG Invitrogen
rpsL A-
MM39 araD, lacl, AU1269, malE444, Str" A. Senes
Tabla IV. Estirpes de S. pombe utilizadas en el presente trabajo
NOMBRE GENOTIPO ‘ PROCEDENCIA
HVP30 leu1-32 his3-A1l ura4A-18 ade6-M210 h- Coleccién HVM
HVP75 pREP3x leul-32 h- Coleccion HVM
HVP117 leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M216 h* Colecciéon HVM
HVP281 leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Coleccion HVM
HVP289 cyrl::urad* sxa::ura4* leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h- P. Nurse
HVP423 fus1l-HA leul-32 ura4A-18 ade6-M210 h- Coleccion HVM
HVP424 fusl-HA leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h* Coleccion HVM
HVP484 fusl::LEU2 urad4A-18 h%° O. Nielsen
HVP758 dnil::KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Coleccién HVM
HVP781 dnil-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Coleccion HVM
HVP839 dnil::KAN leul-32 ura4A4-18 his3A4-1 h Colecciéon HVM
HVP840 dnil::KAN leul-32 ura4A-18 his34-1 h* Coleccion HVM
HVP841 pREP3xdnil* leul-32 h- Coleccién HVM
HVP865 cyrl::urad* sxa::ura4* dnil-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h" Coleccion HVM
HVP866 cyrl::urad™ sxa::urad™ dnil::KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h- Coleccién HVM
HVP899 fusl::ura4™ dnil-GFP:leul* Coleccion HVM
HVP940 fus1-GFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Coleccion HVM
HVP1000 agnl-GFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M210 h- C. Rodriguez
HVP1028 agnl1l-GFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M210 h* Coleccién HVM
HVP1077 dnil::KAN dni2::ura4* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Coleccion HVM
HVP1083 dni2::urad4* leul-32, ade6-M210, his34-1 h Coleccion HVM
HVP1084 dni2::ura4” leul-32, ade6-M210, his34-1 h* Coleccion HVM
HVP1113 dni2::urad* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Coleccién HVM
HVP1167 dni2::urad4* dnil-GFP:leul* leu1-32 ura4A-18 ade6-M210 h® Este trabajo
HVP1413 cyrl::urad™ sxa::urad™ dni2-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h" Coleccién HVM
HVP1426 fusl-HA:ura4* dni2-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Coleccion HVM
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HVP1697 Pmap4*:GFP:Tmap4™*:leul* leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h®° Coleccion HVM
HVP1711 end4::ura4”* leul-32 ura4A-18 h*° K. Takegawa
HVP2105 Psy1-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP 2127 atb2-GFP

HVP2185 prm1::KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2256 dnil::KAN prm1-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP2257 dni2::ura4* prm1-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2258 dnil::KAN dni2::ura4* prm1-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2259 cfrl::his3* prm1-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2260 prm1::KAN prm1-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2262 dni2::ura4* dnil-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP2264 prm1::KAN Pmap4*:GFP:Tmap4*:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2268 prm1::KAN dnil-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2269 dnil::KAN psy1l-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2279 dnil::KAN pREP3xdnil* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2280 dni2::ura4* pREP3xdnil* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%®° Este trabajo
HVP2281 prm1::KAN pREP3xdnil* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVvP2282 dnil::KAN pREP3xdni2* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2283 dni2::ura4* pREP3xdni2* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2290 prm1::KAN pREP3xdni2* leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2291 dnil::KAN pREP3x leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2292 dni2::ura4* pREP3x leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2294 prm1::KAN pREP3x leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2296 dnil::KAN dni2-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2297 prm1::KAN dni2-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2313 dnil::KAN dnilC58S:leul* leu1l-32 ura4A-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2324 dnil::KAN dnilC68S:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2325 dnil::KAN dnilA-31:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2326 dni2::ura4* dni2C85S:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2333 pALMap3-GFP leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2334 dni2::ura4* dni2A-37:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2335 dni2::ura4* dni2C74S:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2380 cyrl::urad* sxa::ura4™ pALmap3-GFP leul-32 ura4A4-18 ade6-M704 h" Este trabajo
HVP2421 prm1::KAN leul-32 ura44-18 ade6-M216 h- Este trabajo
HVP2436 dni2::ura4* dni2A-37-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2437 dni2::ura4* dni2C74S-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2438 dni2::ura4* dni2C74SC85S-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2446 prm1::KAN pREP3X his3A-1 leul-32 ura4A-18 ade6 h" Este trabajo
HVP2447 prm1::KAN pREP3Xdnil* his3A-1 leul-32 ura4A-18 ade6 h- Este trabajo
HVP2448 prm1::KAN pREP3Xdni2* his3A4-1 leul-32 ura4A-18 ade6 h- Este trabajo
HVP 2516 | prml::KAN dni2::ura4* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2521 cherry-psyl:KAN pREP3Xdnil* leul-32 h- Este trabajo
HVP2525 dnil::KAN pREP3Xdnil-GFP leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2526 PREP3Xdnil-GFP leul-32 ura44-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2531 cherry-psy1l:KAN pREP3X leul-32 h- Este trabajo
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HVP2540 dni::ura4* pREP3Xdnil-GFP leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2558 dni2::ura4* dnil-GFP:KAN dni2A-37 leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2567 dnil::KAN dnilC58S-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2568 dnil::KAN dnilC68S-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP2569 dnil::KAN dnilA-31-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP2579 ggoil::KAN dnil-RFP:leul® dni2-GFP:ura4* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP2581 dnil::KAN dnilC58SC68S:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2586 dnil::KAN dnilC58SC68S-GFP:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2591 prm1::KAN leul-32 ura44-A18 ade6-M216 h* Este trabajo
HVP2605 dni2::ura4* pREP3xprml* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP2606 dnil::KAN pREP3xprmi1* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2607 dnil::KAN pREP3x pREP4x Este trabajo
HVP2684 prm1::KAN pREP3xprml* leul-32 ura4A4-A18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2691 cyrl::urad* sxa::ura4* prm1l::KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h- Este trabajo
HVP2744 dni2::ura4* dnil-GFP:KAN dni2C74S leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP2745 gg1()i2::ura4+ dni2C85S:leul” dnil-GFP-KAN leul-32 ura44-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP2836 ;)élrels_'\L/Jlr7aoztl+ rixa::ura4+ dni2::ura4* dnil-GFP:leul™ leul-32 ura4A-18 Este trabajo
HVP2842 dnil-mCherry:leul* prm1-GFP:ura4* leul-32 ura4A4-A18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP2867 dni2::ura4* fus1-GFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP2868 fus1-GFP:KAN dnil-mCherry:leul* leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP2885 dnil::KAN pREP3x leul-32 ura4A-18 his3A-1 h- Este trabajo
HVP2887 dnil::KAN pREP3xprm1* leul-32 ura44-18 his3A4-1 h" Este trabajo
HVP2888 dni2::urad4” pREP3xprm1* leul-32 ura4A-18 his34-1 h- Este trabajo
HVP2953 PREP3x pREP3hisdnil* leul-32 ura4A-18 his3A-1 h- Este trabajo
HVP3019 sur4-mCherry:NAT pREP3x leu™ ura” Este trabajo
HVP3020 sur4-mCherry:NAT pREP3xdnil®* leu” ura Este trabajo
HVP3059 R:ﬂy;(]).g:tﬁraﬁ sxa::urad4” dnil::KAN pALmap3-GFP leul-32 ura4A-18 ade6- Este trabajo
HVP3064 LactC2-GFP:NAT leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP3074 prm1::KAN LactC2-GFP:NAT leul-32 ura44-A18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP3092 ;3&2.6_’\1;';%4‘2 s_xa::ura4* dnil-GFP:KAN prm1-mCherry leul-32 ura4A4-18 Este trabajo
HVP3125 ggoil::KAN dnilA-31:leul” dni2-GFP:ura4* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP3134 ggoil::KAN dnilC68S:leul” dni2-GFP:ura4* leul-32 ura44-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP3156 :\jﬂnzljl_e IéQ)N dnilC58SC68S:leul™ dni2-GFP:urad™ leul-32 ura4A-18 ade6- Este trabajo
HVP3168 LactC2-GFP:NAT mCherry-Bgs4:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP3170 ggrgé._Ml;Allg tga;:tCZ—GFP:NAT mCherry-Bgs4:leul® leul-32 ura4A4-18 Este trabajo
HVP3193 dnil::KAN dnilC75S:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP3194 dnil::KAN dnilC58SC68SC75S:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP3219 irel::KAN pREP3xdnil* leul ura ade h® Este trabajo
HVP3220 irel::KAN pREP3x leul” ura ade h% Este trabajo
HVP3224 gg;l(i:_:'\l;gll\ltsdrr:giolCSSSC6880758:Ieul* dni2-GFP:ura4* leul-32 ura4A-18 Este trabajo
HVP3225 dnil::KAN dnilC75S:leul™ dni2-GFP:ura4™ leul-32 ura4A-18 ade6-M216 Este trabajo
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HVP3231 gptl::KAN pREP3x leul” ura ade h- Este trabajo
HVP 3232 gptl::KAN pREP3xdnil* leul” ura ade  h" Este trabajo
HVP3234 dnil::KAN dnilC75S-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP3235 ggoil::KAN dnilC58SC68SC75S-GFP:leul™ leul-32 urad4A-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP3285 fusl::LEU2 prm1l::KAN ura4A-18 h*° Este trabajo
HVP3299 dni2::ura4* dni2-GFP:leu* leu1-32 ura4A-18 ade6-M216 h®° Este trabajo
HVP3412 fusl::urad4* LactC2-GFP:NAT ura4A-18 h*®° Este trabajo
HVP3415 cyrl::urad™ sxa::urad4* LactC2-GFP:NAT leul-32 ura4A-18 ade6-M704 h- Este trabajo
HVP3416 ;)(;relG-l\L/ir?a()A‘i rixa::ura4+ prm1::KAN LactC2-GFP:NAT leul-32 ura4A-18 Este trabajo
HVP3432 LactC2-GFP:NAT mCherry-Psyl:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP3434 ggrgé._MI;All; tgoctCZ—GFP:NAT mCherry-Psyl:leul* leul-32 ura4A-18 Este trabajo
HVP3466 prm1::KAN agnl-GFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6- Este trabajo
HVP3516 PREP3x pREP3xhis leu1-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3517 PREP3x pREP3xhisdnil* leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h" Este trabajo
HVP3518 PREP3xdni2* pREP3xhis leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3519 PREP3xdni2* pREP3xhisdnil™ leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h" Este trabajo
HVP 3541 spm1::NAT pREP3x leu” ura  ade6™ h- Este trabajo
HVP 3542 spml1::NAT pREP3xdnil* leu” ura” ade6™ h- Este trabajo
HVP3550 GFP-Psyl:leu* Hht1-mRFP:KAN leul-32 ura4A-18 ade6 h® Este trabajo
HVP3552 prm1::KAN GFP-Psy1l:leu* Hht1-mRFP:KAN leul-32 ura44-18 ade6 h*®° Este trabajo
HVP3560 dni2::urad4” prml1::KAN leul-32 his3-A1l ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3635 styl::ura4” pREP3x leul ade 6M216 h* Este trabajo
HVP3636 styl::urad4* pREP3xdnil* leul ade 6M216 h* Este trabajo
HVP3647 PREP3XC58SC68SC75S leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3648 PREP3xdnilA-31 leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3658 PREP3xdnil* pREP3xhisdni2* leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3666 PREP3xdnil* pREP3xhis leul-32 his3-Al ura4A-18 ade6-M210 h- Este trabajo
HVP3756 dni2::NAT leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h%° Este trabajo
HVP3788 dnil::KAN dni2::NAT leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h% Este trabajo
HVP3790 dnil::KAN dni2::NAT psyl-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP3792 dni2::NAT psy1-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP3927 dnil::KAN end4::urad4* dnil-GFP:leul* leu1-32 h® Este trabajo
HVP3968 ggoil::KAN dnilS110LG114LS118L:leul” leul-32 ura4A-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP3969 dni2::NAT dni2A158LA162L:leul* leul-32 urad4A-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP3970 ggoiz::NAT dni2A189LG193LS197L:leul” leul-32 ura4A-18 ade6-M216 Este trabajo
HVP3972 (jgiia:é((il;lﬂ;:lféZ};;l{)\lAT dnil-HA:ura4" dni2A-37-GFP:leul” leul-32 ura4A- Este trabajo
.- 5-- : . g - ¥
HVP3973 S?;JAAﬁAsNa(ér;leZ_Mqug (:]rg]gl—HA.ura4 dni2C74SC85S-GFP:leul* leul-32 Este trabajo
HVP4051 dni2::NAT dni2A158LA162L-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP4053 sﬂnzlie EQT dni2A189LG193LS197L-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6- Este trabajo
- 5. - : .  dni . ¥
HVP4054 S?;]AAE<§3N3%2|62_MN2?Z ?‘ggl—GFP.ura4 dni2A158LA162L:leul* leul-32 Este trabajo
- 5 - ; . g . ¥
HVP4055 ::(I;:Ji.:égALﬁ;;A%iéNggeg_r&]él%FEégra4 dni2A189LG193LS197L-GFP:leul Este trabajo
HVP4115 dnil::KAN dnilL199AL200A-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
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HVP4161 dnil::KAN end4::ura4* dnilA-31-GFP:leul* h%° Este trabajo
HVP4207 dnil::KAN myo52::ura4* dnil-GFP:leul* leul-32 ade6 h*° Este trabajo
HVP 4220 gg;léjnﬁgTedggg::NAT dnil-HA:ura4" dni2-GFP:leul™ leul-32 ura4A-18 Este trabajo
HVP4261 PREP41xCHD-GFP:leul®* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h*®° Este trabajo
HVP4262 dnil::KAN pREP41xCHD-GFP:leul* leul-32 ura4A4-18 ade6-M216 h® Este trabajo
HVP4263 dni2::NAT pREP41xCHD-GFP:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP4264 sﬂrlzli-el;Q)N dni2::NAT pREP41xCHD-GFP:leul® leul-32 ura4A-18 ade6- Este trabajo
HVP4419 dni2::NAT dnil-HA:leul* leul-32 ura44-18 ade6-M216 h*° Este trabajo
HVP4483 dnil::KAN dni1lG192L.S196L:leul* leul-32 ura4A-18 ade6-M216 h%®° Este trabajo

Tabla V. Soluciones stock utilizadas en el presente trabajo

PRODUCTO SOLUCION STOCK PROCEDENCIA
ACOA 0,4 mM en agua Sigma
Ampicilina 25 mg/ml en agua Roche
BAPTA 10 mM en MES Sigma
Brefeldina A 5 mg/ml en etanol Sigma
Calcofluor 10 mg/ml en PBS Bayer Corporation

ClzCa 372 H20 2,5 M en agua PROBUS
Cloranfenicol 25 mM en etanol Sigma
Complejo Filipina 5 mg/ml en DMSO Sigma
DTT 1 M en agua FORMEDIUM

Duramicina

1 mM en metanol:agua 1:1

Santa Cruz Biotechnology

EGTA 0,5 M en agua Sigma
Factor P 5 mg/ml en metanol Isogen
Kanamicina 25 mg/ml en agua FORMEDIUM
Latrunculina A 5 mM en DMSO Sigma
Lectina 5 mg/ml en agua Sigma
Lucifer Yellow 40 pg/ml en agua Biotium
MBC 5 mg/ml en DMSO Sigma
Miconazol 10 mM en DMSO Sigma
Miriocina 1 mg/ml en etanol Sigma
Nourseotricina 50 mg/ml en agua WERNER BioAgents
Papuamida B 0,5 mg/ml en metanol:agua 1:1 Flintbox
Tiamina 20 mg/ml en agua Sigma
Tritébn X-100 10% en agua Merck
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Tabla VI. Anticuerpos empleados en el presente trabajo

A RPO D O A O RCIA
anti-HA monoclonal, 12C5A 1:5000 Roche
anti-GFP monoclonal, JL8 1:3000 BD Living Colors
anti-Cdc2 p34, Y100.4 1:4000 Santa Cruz Biotechnology
anti-MBP monoclonal, Ab 1:10000 New England Bioloabs
anti-raton 1:10000 BioRad

Tabla VII. Oligonucledtidos empleados en el presente trabajo

NOMBRE SECUENCIA 5'-3* UTILIDAD
PrmlApa-F | GGGCCCCAAGTGGTAGCCATTGTTATAGCT C'O”a;'fnql‘ie' gen
Prm1Eco-R | CCAGGGTGATATCCAACACTGT C'O”a;'ror?] 1d+e' gen
PrmBam-F | GGATCCTATTAGAAGTCTACATAGATTCTA C'O”a;':’nq 1d+e' gen
PrmScKp-R | GAGCTCGGTACCGGAAAAGGTAAATCCTTGAGTTTTG C'O”a;'rorgl‘ie' gen
Introduccién de un
Prm1 Snabl | GATATGAAGACGCCATTACGTATACAGGCTGTTCGATCTC sitio SnaBlI en
posicién -1 en prm1*
Prm1 2582-F | GAATTACCTCTTTTACCTACTGATATT PCR semicuantitativa
del gen prml
Prm1 3150-R | TCTATCCTGTTTTTCTTTCAATAAATATGTTGTC PCR semicuantitativa
del gen prml
Act 820-F | CATGCTATCATGCGTCTTGATCTG PCR semicuantitativa
del gen actl
Act Stp-R | GAAGCACTTACGGTAAACGATACC PCR semicuantitativa
del gen actl
Dnil 1810-F | CTCTTGCAACTAACGTAG PCR semicuantitativa
del gen dnil
Dnil 2310-R | GTATCGTCTTACGAATCTTC PCR semicuantitativa
del gen dnil
Dni2 1980-F | CACCGTAGACGTCGGTTTCTTTGG PCR semicuantitativa
del gen dni2
Dni2 2480-R | CAAGCTAAATGAGAGAGATG HOR ISR 21
del gen dni2
Prm5'-F GCTGTAGTCTTCGAATTGTATC Comprobacion de la
delecion prm1A4
Prm1200-R | GGGCTATCAAGGAGAATGTCG Comprabacion ce la
delecién prm14
Prm2900-F | CCTGTTACGAAGTCGTGTAGGCCT Comprobacion de la
delecion prm1A4
K2 GTCGCACCTGATTGCCCCGAC Comprobacion de la
delecion prm1A4
K3 TTGGACGAGTCGGAATCGCAG Comprobacion de la
delecién prm1A4
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Comprobacién de la

Prm3'-R ACTCAGAGGTCCTAATGTTATGGG >
delecién prm1A
Introducciéon de un
GAATCTATGTAGACTTCTAGCGGCCGCCATATCTATCCTG sitio Notl antes del
PrmCTNot .
TTTTTC codon de parada en
prml*
Dni1C58S CGCATTAGCAGAAAGTACACTCATGTTAAAATACCCAACG MU EMERS ©F
conservada en dnil*
. GGACAACCAGTAAATTGAGGTTTGCTGATCAGCGTCGCAT Mutagénesis Cys
Dni1C68S .
TAGC conservada en dnil*
DnilC75S | AGTCAACCCAGGAGAACCAGTAAATTG NIRRT C
conservada en dnil*
DnilDct CTTACGAATCTTCTTGGTTCTGCGGCCGCCTGAAGTAACC Delecién del extremo
AAAAGAATAATAGA C-terminal de dnil™*
Dni2C74S | GAATTAATAGCTTGATCACTCACTCCAAAGAAACC Mutagenesis Cys |
conservada en dnil
Dni2C85S CCAATTTCGAAGCTCATGGCTAACTCGAGACGT Mutagenesis Cys
conservada en dnil*
I GCTTGTTTCGTTCAATAGTGCGGCCGCCCCAAAGTCCCAA | Delecion del extremo
ATGTATTAG C-terminal de dnil™*
Dnil L198- | 116G TTCTTGAAGTAACCGCAGCAATAATAGAATCCGT Mutagenesis motivo
199A di-Leu de dnil*
Introducciéon de un
Dnil L198- sitio Notl en el
199A Not GCGGCCGCTGAAGTAACCGCAGCAATAATAGAATCCGT tante di-Lou de
dnil*
. CAAACGCCCTATTAAGGGAAGGAGGGAAACAACAAGCAT | Mutagenesis motivo
Dnil-small small-xxx-small

AAGAAATAGAACACCGCATACGCAAAATGA

hélice 2 de dnil™*

Dnil-small-H4

TGAAGTAACCAAAAGAATAATAAGATCCGTGATAAGTGTT
AATGTCACAAGTCCCAT

Mutagénesis motivo
small-xxx-small
hélice 4 de dnil*

Dni2-small-3

ATTAGCCGAAATATGAGCTAAAAGCATTTGGAGTAGTAAA
AGCAAACAGGCGGCTGT

Mutagénesis motivo
small-xxx-small
hélice 3 de dni2*

Dni2-small-4

TAGCGAAAATAGCAAAAAGAATCCAAGGGAAATCCACAGA
AAAACTGCTAGAGCTACCCCAAATTTTGCTGTAGC

Mutagénesis motivo
small-xxx-small
hélice 4 de dni2*

CTAGCTGGATGATTGTCTTTTCATTTTGCGTATGCGGTGTT

Hélice 2 de dnil™*

Dnil H2-F TCATTTCTTATGGGTGTTGTTTCCAGCCTTCCCGG para TOXCAT
Dnil H2-R GATCCCGGGAAGGCTGGAAACAACACCCATAAGAAATGA Hélice 2 de dnil*
AACACCGCATACGCAAAATGAAAAGACAATCATCCAG para TOXCAT
Dnil HA-E CTAGCATGATCTTTTTATGGTGTTCTATGGGACTTGTGACA Hélice 4 de dnil*
TTAACAGGTATCACGGATTCTATTATTCTTTTGGG para TOXCAT
Dnil HA-R GATCCCCAAAAGAATAATAGAATCCGTGATACCTGTTAAT Hélice 4 de dnil*
GTCACAAGTCCCATAGAACACCATAAAAAGATCATG para TOXCAT
Dnil H4 mut - | CTAGCATGATCTTTTTATGGTGTTCTATGGGACTTGTGACA Hélice 4 mutada de
F TTAACACTTATCACGGATCTTATTATTCTTTTGGG dnil* para TOXCAT
Dnil H4 mut - | GATCCCCAAAAGAATAATAAGATCCGTGATAAGTGTTAAT Hélice 4 mutada de
R GTCACAAGTCCCATAGAACACCATAAAAAGATCATG dnil* para TOXCAT
H3-F (2) CTAGCTGGTCAATAAGTTGTTTAACTACTAGTACAGCCGC Hélice 3 de dni2*
CTGTTTGCTTTTAGCACTCCAAATGGCTTTAGCTGG para TOXCAT
H3-R (2) GATCCCAGCTAAAGCCATTTGGAGTGCTAAAAGCAAACAG Hélice 3 de dni2*
GCGGCTGTACTAGTAGTTAAACAACTTATTGACCAG para TOXCAT
HAF-F (2) CTAGCGCAGCAGTTTTTGGGTGGATTTCCAGTGGATTCTT Hélice 4 de dni2*
TTTGCTATTTTCGCTAATACATTTGGGACTTTGGGG para TOXCAT
HAE-R (2) GATCCCCCAAAGTCCCAAATGTATTAGCGAAAATAGCAAA Hélice 4 de dni2*
AAGAATCCACTGGAAATCCACCCAAAAACTGCTGCG para TOXCAT
H3-F mut CTAGCTGGTCAATAAGTTGTTTAACTACTAGTACAGCCGC Hé_lice 3 mutada de
CTGTTTGCTTTTACTACTCCAAATGCTTTTAGCTGG dni2* para TOXCAT
H3-R mut GATCCCAGCTAAAAGCATTTGGAGTAGTAAAAGCAAACAG Hélice 3 mutada de

GCGGCTGTACTAGTAGTTAAACAACTTATTGACCAG

dni2* para TOXCAT
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CTAGCCTAGCAGTTTTTCTGTGGATTTCCCTTGGATTCTTT Hélice 4 mutada de

H4-F mut TTGCTATTTTCGCTAATACATTTGGGACTTTGGGG dni2* para TOXCAT
H4-R mut GATCCCCCAAAGTCCCAAATGTATTAGCGAAAATAGCAAA Hélice 4 mutada de
AAGAATCCAAGGGAAATCCACAGAAAAACTGCTAGG dni2* para TOXCAT
Comprobacion de los
ToxR-F GCCATTTCGACTCTGCGC plasmidos para
TOXCAT
Comprobacion de los
ToxR-F(2) GAGCAAGGTTTTGAAGTCGATGAT plasmidos para
TOXCAT
Comprobacién de los
MBP-R GCCGTTAATCCAGATTTACCA plasmidos para
TOXCAT

Comprobacion
mutagénesis dnil*
Comprobacion
mutagénesis dnil*
Comprobacion
mutagénesis dnil*
Comprobacion
mutagénesis dni2*
Comprobacion
mutagénesis dni2*

Dnil-134F GCTTACTGAAGGCTTTCACG

DnilRIF GGGCGTTTGGAATTCCTGAGAAAC

Dnil+2638R GTTTCAAGTGCGGTAAGTAGA

Dni2-130F GTCCTCGAAGACAAAGAAAC

Dni2+2854R GGCATATACATCTGATCGTTTGG

En los oligos que codifican las hélices clonadas en el vector pccKAN que fueron utilizados
para el ensayo TOXCAT se marcan con subrayado la secuencia resultante de las digestion
con las enzimas Nhel y BamHI. También se resalta en negrita la G adicional que se ha
afiadido para evitar la modificacion de la ORF en el vector.
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