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1 Morfogénesis y polaridad celular

La morfogénesis constituye uno de los tres aspectos fundamentales del desarrollo
biolégico, junto con el control del crecimiento y la diferenciacién celulares. La palabra
morfogénesis significa literalmente el origen de la forma (del griego “morphé”: forma y
“génesis”: creacién) y se define como el proceso bioldgico que lleva a que un organismo
unicelular o pluricelular desarrolle su forma. Las células presentan una gran variabilidad de
formas relacionadas con la funcidon que desempefian. Esa diversidad de formas es el resultado
de la organizacidon polarizada de la célula que conduce a un crecimiento polarizado.

La polaridad celular genera una asimetria estructural y molecular que permite
establecer y mantener dominios funcionalmente especializados en la membrana plasmdtica y
en el citoplasma de las células. La distribucidon espacial y la composiciéon proteica de esos
dominios permiten que las células proliferen, se diferencien y adquieran una forma
determinada que estd estrechamente vinculada con su funcidn fisioldgica. Un claro ejemplo de
células altamente polarizadas, con una marcada asimetria celular vinculada a su funcion, es el
de las células epiteliales del intestino. Estas células participan en la absorcion de nutrientes y
se caracterizan por poseer microvellosidades en su extremo apical, en contacto con el
contenido intestinal, que permiten ampliar la superficie de absorcidn y el intercambio de
sustancias (Drubin and Nelson, 1996).

Se pueden definir tres etapas en el establecimiento de la polaridad celular (Figura 1):

— La seleccidn del sitio en el que se va a establecer la asimetria celular, en respuesta a
sefiales intracelulares o extracelulares.

— El reconocimiento y posterior refuerzo del sitio de polarizacidn, gracias a las sefiales
enviadas al citoesqueleto de la célula.

— La reorganizacion del citoesqueleto y la secrecidn hacia el sitio de polarizacién, lo que
genera una redistribucién asimétrica de las estructuras, moléculas y procesos de la célula que
establecen la polaridad celular.

Para generar y mantener la polaridad celular es necesario que cada etapa este
regulada por bucles de retroalimentacién o “feedback loops” positivos y negativos (Drubin and
Nelson, 1996).

Membrana
Plasmatica

Figura 1. Etapas en el establecimiento de la polaridad

Citoesqueleto L, L
celular. 1. Seleccién del sitio donde se va a establecer la
S asimetria celular en respuesta a sefales extra o intracelulares.
Reorganizacion

- II ——> | del citoesqueleto, 2. Reconocimiento y refuerzo del sitio de polarizacion

secrecion mediante la sefializaciéon al citoesqueleto de la célula. 3.
polarizada Reorganizacién del citoesqueleto y la secrecidn hacia el sitio
de polarizacidn. Figura adaptada de (Drubin and Nelson,
Receptores, 1996).
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Aunque la polarizacién de las células se produce en respuesta a sefiales extracelulares
o intracelulares, las células también son capaces de polarizar en ausencia de esa informacion.
Este proceso se denomina “polarizacién espontanea” o “rotura de la simetria” (“spontaneous
polarization” o “symmetry-breaking”) y conlleva la polarizacién celular en una zona aleatoria.
Para ello es necesaria la concentracidn local de activadores, que potencian la sefializacién en
un punto concreto y de inhibidores globales, que favorecen la competicion por la activacion
entre distintas zonas (Martin, 2015; Wedlich-Soldner and Li, 2003).

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe experimentan a
lo largo de su ciclo de vida cambios marcados en el patron de crecimiento que determinan
directamente su forma celular. Por ello, y gracias a su genética sencilla, se han usado como
organismos modelo para estudiar la polaridad celular (Pruyne and Bretscher, 2000). En las
levaduras son necesarios tres elementos para generar y mantener la polaridad celular:

— Las proteinas marcadoras de polaridad, que marcan los puntos en los cuales se va a
establecer el crecimiento celular polarizado.

— Las GTPasas de la familia Rho, que reconocen el sitio de polarizacién y transmiten la
sefial a proteinas reguladoras del citoesqueleto.

— El citoesqueleto, que dirige la llegada de las vesiculas de secrecién hacia la zona de
crecimiento activo (Casamayor and Snyder, 2002).

El crecimiento polarizado y los procesos que regulan la morfologia celular como la
organizacién del citoesqueleto, la secrecién polarizada y la endocitosis, tienen que ser
controlados por las rutas de integridad celular y coordinados con el avance del ciclo celular.
Por ello, las proteinas que regulan el ciclo celular, las ciclinas y las quinasas dependientes de
ciclinas (CDKs, Cyclin Dependent Kinases), y las proteinas MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) de las rutas de integridad y de estrés, también participan en el establecimiento de la
asimetria que genera la polaridad celular (Pérez and Rincén, 2010).

Las principales moléculas, como las GTPasas Rho, y las vias de sefializacién que regulan
la polaridad celular en las levaduras estan altamente conservadas en otros eucariotas. Este
hecho sugiere que los mecanismos bdsicos que regulan el crecimiento polarizado estdn
conservados a lo largo de la evolucién. Por este motivo, estudiar cémo se establece y regula la
polaridad celular en las levaduras contribuye a ampliar nuestro conocimiento sobre estos
procesos en organismos multicelulares (Casamayor and Snyder, 2002; Pérez and Rincén, 2010).

2 Lalevadura de fisidon Schizosaccharomyces pombe: un
modelo eucariota para el estudio de la morfogénesis celular

Schizosaccharomyces pombe es un microorganismo eucariota unicelular (Figura 2).
Contiene un genoma de 13,8 Mb de ADN que codifica 4.824 genes, englobados en tres
cromosomas. Esta levadura pertenece al filo Ascomycota del reino de los Hongos, que se
definen por la presencia de un asca o saco que contiene las esporas de germinacion. S. pombe
fue aislada por primera vez en 1893 por P. Linder en Africa, a partir de la cerveza de mijo, un
tipo de cereal. De hecho, el nombre de la especie, pombe, significa cerveza en swabhili.
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Posteriormente, se aisld de nuevo a partir de jugos de frutas y de otras bebidas alcohdlicas. La
utilizacidon de S. pombe como organismo modelo para realizar estudios genéticos comenzo en
los afios cuarenta. Urs Leopold fue quien caracterizd las estirpes homotalicas (968 h™) y
heterotélicas (972 h™y 975 h*) predecesoras de la mayoria de las cepas de S. pombe presentes
hoy en dia en los laboratorios (Hoffman et al., 2015).

Figura 2. La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe. Fotografia
de S. pombe adquirida en un microscopio electrénico de barrido.
llustracion tomada de Jirgen Berger/Max Planck Institute for
Developmental Biology.

Algunas de las ventajas que hacen de S. pombe un buen sistema modelo son: su ciclo
de vida rapido, su genética sencilla y manipulable en condiciones de laboratorio y que no es un
organismo patdgeno. S. pombe se usa como organismo modelo para realizar estudios de
polaridad, morfogénesis, citocinesis y ciclo celular debido a que su morfologia, tamafio y
division son muy reproducibles (Pérez and Rincdn, 2010). Esta levadura tiene una morfologia
cilindrica, crece apicalmente por los polos y mantiene un didmetro constante a lo largo del
ciclo celular. S. pombe se divide por fision en su zona media, mediante la formacién de un
septo; por este motivo, se le denomina también levadura de fision.

S. pombe es un microorganismo con un ciclo de vida haplodiplobionte, con una fase
haploide predominante en su ciclo de vida y una diploide (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de vida de S. pombe. Se muestra la fase de vida haploide
(izquierda) y diploide (derecha) de la levadura de fision.

Las células de S. pombe en crecimiento vegetativo tienen forma cilindrica. Durante la
fase haploide, las células poseen un tamafio aproximado de 3-4 um de didmetro y 7-8 um de
longitud, al comienzo del ciclo celular y crecen apicalmente por los extremos hasta alcanzar
12-15 um, en el momento de la divisidn celular. Ante la escasez de alimento, células haploides
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de tipo sexual opuesto h* y h™inician el proceso de conjugacién. Primero tiene lugar la

Ill

formacidn del “shmoo” o proyeccidn de conjugacidn, posteriormente la fusién de las células y
por ultimo, la formacién del zigoto mediante la fusidon de los ndcleos o cariogamia. Este
proceso conduce a la meiosis y a la esporulacién, con la produccién de un asca con cuatro
ascosporas. Cuando las condiciones del medio son las adecuadas, la espora forma un tubo
germinativo y finalmente vuelva a dar lugar a una célula haploide. El zigoto diploide puede

mantener un ciclo vegetativo diploide si se transfiere a un medio rico en nutrientes.

2.1 Ciclo celular y morfogenético de S. pombe

El control de la morfologia de S. pombe esta estrechamente acoplado a la progresion
de su ciclo celular (Figura 4). A lo largo de su ciclo mitético la levadura de fision presenta
cambios en la polaridad del crecimiento, activando el crecimiento en uno o en los dos polos,
dependiendo del momento del ciclo en el que se encuentra. Al comienzo del ciclo celular, en
G1, las células activan el crecimiento Unicamente en el polo viejo, heredado de la célula
madre, mostrando un patréon de crecimiento monopolar. Posteriormente, durante la fase G2,
cuando la célula adquiere un determinado tamafio, se inicia también el crecimiento en el
segundo polo, el polo nuevo resultante de la division celular anterior. Este proceso se conoce
como NETO (New End Take Off) y da paso a un patrén de crecimiento bipolar (Mitchison and
Nurse, 1985). Cuando la célula entra en mitosis, se detiene el crecimiento en los polos y la
magquinaria de crecimiento se redirige hacia la region central de la célula, donde se ensambla
un anillo contractil de actomiosina. Tras la separacidn de los nucleos, se produce la contraccion
del anillo y la formacién de un septo de divisién, gracias al aporte de nueva membrana y de
componentes de la pared celular. Finalmente, tiene lugar la degradacion del septo y la
separacion de las 2 células hijas.

D dacio Polo antiguo: OETO
egradacion (Old End Take Off)
del septo

[(uew g:zTI:ke gff)]
GOD EQ 3

Contraccion
del anillo Anillo de
actomiosina

Figura 4. Representacion del ciclo celular y morfogenético de S. pombe.

Formacion del
septo

[ Crecimiento bipolar ]
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2.2 Morfogénesis y control de la polaridad en S. pombe

2.2.1 El citoesqueleto de microtibulos y las proteinas marcadoras de
polaridad en S. pombe

En S. pombe, como en todos los eucariotas, los microtubulos son polimeros formados
por a y B-tubulina que se nuclean en los centros organizadores de microtibulos (MTOCs,
Microtubule Organising Centres), donde la y-tubulina actia como un cebador para la
polimerizacidn de los microtubulos (Hagan, 1998; Hagan and Hyams, 1988). Los microtubulos
son estructuras polarizadas con un extremo menos (-), anclado a los MTOCs y un extremo mas
(+), de caracter dinamico. En S. pombe el citoesqueleto de microtubulos interfasico desempeinia
un papel esencial en la seleccidn del sitio de crecimiento polarizado (Martin, 2009).

En la levadura de fisidén los microtubulos citoplasmicos se nuclean a partir de MTOCs
asociados a la envuelta nuclear (Sawin and Tran, 2006). Los microtubulos interfasicos se
organizan en forma de 2 a 6 haces antiparalelos distribuidos a lo largo del eje longitudinal de la
célula. El extremo menos (-) de los microtubulos, anclado a los MTOCs, se orienta hacia el
centro de la célula; de modo que los extremos mds (+) de los microtubulos crecen hacia ambos
polos celulares. En los polos celulares los microtibulos se despolimerizan rapidamente,
proceso que se ha denominado “catdstrofe” (Brunner and Nurse, 2000). Las fuerzas de empuje
ejercidas por el extremo mds (+) en crecimiento del microtubulo, al entrar en contacto con los
polos de la célula, contribuyen al posicionamiento correcto del nucleo, el cual esta unido a los
extremos menos (-) solapantes de los haces de microtibulos (Tran et al., 2001). La posicion del
nucleo determina posteriormente el sitio de division celular.

En el extremo mas (+) en crecimiento de los microtibulos se acumula un grupo de
proteinas altamente conservadas, denominadas +TIPs, implicadas en el control espacial y
temporal del proceso de catatrofe que regula la dindamica de los microtubulos. En la levadura
de fision estas proteinas son Mal3, un miembro de la familia de proteinas EB1, la kinesina Tea2
y Tip1, un miembro de la familia de proteinas CLIP-170. Su funcidn principal es orientar a los
microtubulos en el espacio intracelular a lo largo del eje longitudinal de la célula, guiando su
crecimiento hasta alcanzar los polos celulares (Bieling et al., 2007; Brunner and Nurse, 2000;
Busch et al., 2004).

Los microtubulos interfasicos son los encargados de depositar a las proteinas Teal y
Tead en los polos celulares. Teal, una proteina con repeticiones Kelch y Tea4, una proteina
con un dominio SH3, se acumulan y transportan en los extremos mas (+) en crecimiento de los
microtubulos. Una vez depositadas en la membrana de los polos celulares, Teal y Tea4 actuan
como proteinas marcadoras de la polaridad. Las células teald y tea4A muestran una
morfologia curvada y/o ramificada y un defecto en NETO, lo que sugiere que Teal y Tea4
ademas de ser importantes para la seleccién del sitio de crecimiento, también desempefian un
papel adicional en la transicion a crecimiento bipolar (Martin et al., 2005; Mata and Nurse,
1997; Tatebe et al., 2005).

La relacién entre los microtubulos y la morfologia celular es mas amplia y existe un
“feedback loop”, en el que los microtubulos mantienen la forma cilindrica de la célula,
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controlando el posicionamiento de las zonas de crecimiento polarizado y a su vez la forma
cilindrica controla la organizacion de los microtubulos (Terenna et al., 2008) (Figura 5).

Figura 5. Esquema del citoesqueleto de microtubulos en una célula silvestre (izquierda) y en células curvadas o
con forma de “T”. Estas células mutantes son el resultado de un mal posicionamiento del sitio de crecimiento.
Figura adaptada de (Huisman and Brunner, 2011).

Aunque no se sabe cdmo se ancla el complejo Teal-Tead a la membrana de los polos
celulares, se sabe que las proteinas Mod5 y Tea3 participan en la localizacién polarizada de
Teal. Mod5 es una proteina prenilada (Snaith and Sawin, 2003) y se ha propuesto que Mod5
favoreceria la formacién de nodos de Teal polimerizada (Bicho et al., 2010). Tea3 es una
proteina relacionada estructuralmente con Teal que participa en la localizacion de Teal en el
polo que no estd creciendo (Arellano et al., 2002; Snaith et al., 2005).

Ademas de Teal y Tea4, otra proteina marcadora de polaridad es Pom1, un miembro
de la familia de proteinas quinasas DYRK. La localizacién de Pom1 en los polos necesita del
citoesqueleto de microtubulos y de las proteinas Teal y Tea4 (Badhler and Pringle, 1998; Hachet
et al,, 2011). La delecién de pom1® produce defectos en el posicionamiento del sitio de
crecimiento y en NETO, fenotipos similares a los observados en las células teald y tead44, y
ademas tiene defectos de citocinesis (Bdhler and Pringle, 1998). Ello sugiere que Pom1 es un
efector importante del complejo Teal-Tea4 que participa en el establecimiento de la polaridad
celular.

Pom1 se localiza en la membrana formando un gradiente que se extiende desde los
polos hacia el centro de la célula y actia como un inhibidor dependiente de dosis de la entrada
en mitosis, mediante la via de la quinasa Cdr2. Cdr2 se localiza en forma de nodos en el centro
de la célula, junto con otras proteinas como Weel o Mid1l. La proteina Cdr2 inhibe, junto con
la quinasa Cdrl, a Weel. La quinasa Weel a su vez inhibe a la CDK, Cdc2, que controla el ciclo
celular. Se ha propuesto que cuando la célula crece, los niveles de Pom1 en el centro de la
célula disminuyen, permitiendo la actividad de Cdr2, la inhibicién de Weel y la entrada en
mitosis. De este modo, se ha propuesto que los gradientes de Pom1 controlan la longitud de la
célula y su entrada en mitosis (Martin and Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009). Sin
embargo, el papel del gradiente de Pom1 en el control de la entrada en mitosis ha sido
posteriormente cuestionado (Wood and Nurse, 2013). Lo que si parece demostrado es el papel
de Pom1 en la polaridad celular. Esta quinasa es necesaria para marcar la identidad de los
polos como zonas de crecimiento axial de la célula (Abenza et al., 2014; Tatebe et al., 2008) y
para impedir que la citocinesis se produzca en ellos (Huang et al., 2007; Ullal et al., 2015).

El complejo Teal-Tea4d es necesario para nuclear los gradientes de Pom1 asociados a la
membrana en los polos celulares. Tea4 actia como subunidad reguladora de la fosfatasa PP1,
reclutando a la subunidad catalitica Dis2 de esta fosfatasa a los polos de la célula (Alvarez-
Tabarés et al., 2007). El complejo Tead-Dis2 promueve entonces la desfosforilacion local de
Pom1, lo cual expone una regién de unién a la membrana en esta quinasa. Una vez en la
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membrana, difunde lateralmente desde los polos hacia el centro de la célula. Finalmente,
Pom1 se autofosforila y vuelve a liberarse gradualmente de la membrana, modulando asi el
gradiente (Hachet et al., 2011).

Se ha propuesto que las proteinas Teal, Tead4 y Pom1 podrian regular el proceso de
NETO, el cual conlleva la activaciéon del crecimiento en el segundo polo y la transicion a
crecimiento bipolar. Los mecanismos propuestos establecen un vinculo entre las proteinas
marcadoras de polaridad y la GTPasa Cdc42, implicada en el control del crecimiento celular
polarizado en S. pombe (Miller and Johnson, 1994) (Figura 6).

Por un lado, las proteinas Teal y Tea4 podrian regular el proceso de NETO mediante su
interaccion con For3, una proteina efectora de Cdc42. For3 es una formina que estd implicada
en la nucleacién de los cables de actina en interfase, cuya activacidon requiere de la GTPasa
Cdc42 y de la proteina Bud6 (Martin et al., 2007). For3 interacciona con Teal mediante Tead y
su presencia en el polo nuevo parece proveer la actividad necesaria para inducir el crecimiento
bipolar (Martin et al., 2005).

Por otro lado, se ha propuesto que Pom1 podria regular el proceso de NETO regulando
la localizacidn de la proteina GAP Rga4, que controla negativamente a la GTPasa Cdc42. Rga4d
se localiza en los laterales de la célula y en la zona de divisidn. Tras la separacion de las células,
Rgad permanece en el polo nuevo, que no crece, y su exclusion del polo requiere de Pom1
(Tatebe et al., 2008).

Figura 6. Modelo que ilustra el inicio del
crecimiento en el polo nuevo. Los microtubulos
depositan en los polos a las proteinas
marcadoras de polaridad Teal y Tea4, las
cuales reclutan a la quinasa Pom1. Pom1 regula
la exclusion de Rga4, una proteina reguladora
negativa GAP de Cdc42, permitiendo Ia
activacion de esta GTPasa en el polo. Tead
interacciona con For3, una proteina efectora de
Cdc42. For3 nuclea los cables de actina en
interfase que participan en el aporte polarizado
de vesiculas de secrecion hacia la zona de
crecimiento. Figura adaptada de (Martin, 2009).
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2.2.2 El citoesqueleto de actina en S. pombe

El citoesqueleto de actina es una compleja red de polimeros dindmicos, que
desempeiia un papel importante en varios procesos celulares fundamentales como el
mantenimiento de la forma de la célula, la polaridad, la division celular, la migracion celular, la
endocitosis o el trafico de vesiculas (Mishra et al., 2014). El crecimiento polarizado en las
levaduras estd intimamente vinculado con la distribuciéon polarizada del citoesqueleto de
actina. Por ello, existe una regulacion precisa de las estructuras del citoesqueleto durante
todas las fases del ciclo de vida de las levaduras (Pruyne and Bretscher, 2000).
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La actina es una de las proteinas mas abundantes y conservadas presentes en
eucariotas y es esencial para la supervivencia de la mayoria de las células eucariotas (Pollard et
al.,, 2000). Esta proteina estd presente en dos estados, la actina globular monomérica,
conocida como actina-G, y la actina presente en forma de filamentos, conocida como actina-F.
La actina filamentosa es una hélice de doble cadena dextrdégira que posee un extremo
dindmico, donde la actina-G unida a ATP se incorpora, y otro extremo donde la actina se
desensambla (Chesarone and Goode, 2009; Pollard, 2007).

La regulacion en el espacio y en el tiempo del citoesqueleto de actina permite a las
células organizar distintas estructuras de actina en regiones especificas del citoplasma, donde
desempeiian su funcién en respuesta a diferentes estimulos. El ensamblaje y desensamblaje
de esas estructuras de actina estan regulados por la actividad coordinada de numerosas
proteinas accesorias altamente conservadas, que promueven la nucleacién y el crecimiento de
filamentos de actina, estabilizan y entrecruzan esos filamentos en haces y regulan el
desensamblaje de los mismos. Las proteinas responsables de la nucleacién de los filamentos
de actina son: el complejo proteico Arp2/3, formado por las proteinas Arp2 y Arp3 (Actin-
related protein), y las forminas (Pollard, 2007; Pollard and Borisy, 2003).

La levadura de fisién S. pombe posee una Unica isoforma de la proteina actina (Shortle
et al., 1982), un complejo proteico Arp2/3 (Winter et al., 1997; Young et al., 2004) y tres
forminas que nuclean filamentos de actina: For3, Cdc12 y Fusl (Kovar et al., 2011). Ademas, en
comparacion con otros eucariotas, posee un nimero mas reducido de proteinas reguladoras
de la actina (Moseley and Goode, 2006). El citoesqueleto de actina en S. pombe se organiza en
forma de tres estructuras distintas a lo largo del ciclo celular: los parches de actina, los cables
de actina y el anillo contractil de actomiosina (Kovar et al., 2011) (Figura 7). Ademas, durante
el proceso de conjugacion se forma una estructura de actina adicional denominada “actin
fusion focus” (Dudin et al., 2015).

Parches

Anillo contractil

Cables

Figura 7. Citoesqueleto de actina a lo largo del ciclo celular de S. pombe. Esquema que muestra las distintas
estructuras de actina en la levadura de fisidon durante el ciclo vegetativo: los cables de actina, los parches y el anillo
contractil de actomiosina, que se forma en el momento de la division celular. Figura adaptada de (Kovar et al.,
2011).

2.2.2.1 Parches de actina: endocitosis

El proceso de endocitosis permite a las células tomar nutrientes del medio, retirar y
degradar proteinas de la membrana plasmdtica o regular vias de sefalizacidn. La endocitosis es
ademas un proceso necesario para el crecimiento celular polarizado y participa en el control de
la morfologia celular (Iwaki et al., 2004).

10
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Los parches de actina son redes densas de filamentos de actina ramificados. En S.
pombe los parches de actina se ensamblan en los sitios de endocitosis y su distribucién
coincide con las regiones de crecimiento polarizado: los polos, en células en interfase, y la
region central, en células en divisién (Gachet and Hyams, 2005). Ello sugiere que la funcidn
endocitica de los parches de actina acompafia la sintesis y la remodelacién de la pared celular.

Las proteinas que forman los parches de actina son reclutadas en los sitios de
endocitosis de manera ordenada (Sirotkin et al., 2005; Sirotkin et al., 2010) (Figura 8). La
clatrina y las proteinas adaptadoras, End4 y Panl, son las primeras moléculas en llegar y
marcar los sitios de endocitosis. Las proteinas adaptadoras establecen la conexidn entre los
componentes de endocitosis y el ensamblaje de actina (Castagnetti et al., 2005; Iwaki et al.,
2004, Sirotkin et al., 2010). Panl es esencial para la viabilidad (Kovar et al., 2011). End4 se
localiza en las zonas de crecimiento, polos y septo, y en su ausencia las células presentan
defectos morfoldgicos y un citoesqueleto de actina desorganizado (Castagnetti et al., 2005;
Iwaki et al., 2004).

Membrana
plasmatica

wswam Filamento de actina Clatrina y proteinas adaptadoras  f Cofilina

Proteinas con dominios
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Figura 8. Esquema que ilustra un corte transversal de un parche de actina y las proteinas asociadas a esta
estructura del citoesqueleto de actina. Figura adaptada de (Mishra et al., 2014).

Los filamentos de actina que forman parte de los parches son nucleados por el
complejo proteico Arp2/3 (Winter et al., 1997; Young et al., 2004). Este complejo nuclea una
red densa de filamentos ramificados, generando nuevos filamentos sobre otros ya existentes,
con un angulo de 70° (Mishra et al., 2014). La habilidad del complejo Arp2/3 de dirigir el
ensamblaje de actina es estimulada por las proteinas denominadas “NPFs” (Nucleation
Promoting Factors). Los factores que promueven la nucleacidn son: la proteina Wspl, de la
familia WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome Protein) y la miosina I, Myol (Lee et al., 2000;
Sirotkin et al., 2010; Toya et al., 2001). Wsp1 es el activador mas fuerte del complejo Arp2/3.
Myo1l es un activador mas débil y su actividad NPF es estimulada por la proteina Vrp1 (Sirotkin
et al., 2005). La fimbrina, Fim1, entrecruza y refuerza la red de filamentos de los parches de
actina alrededor de la vesicula de endocitosis (Skau et al., 2011). Las proteinas “cap”, Acply
Acp2, bloquean y limitan el crecimiento de los filamentos; la cofilina, Cofl, induce la ruptura
de los mismos y la coronina, Crn1, controla su longitud. Estas proteinas regulan la dinamica de
los filamentos de los parches de actina. Cuando la vesicula se internaliza, la red de actina se
desensambla rapidamente para permitir la fusiéon de la vesicula con los endosomas vy el
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reciclaje de la actina. En la levadura de fisidn la GTPasa dinamina no participa en la endocitosis
dependiente de clatrina (Sirotkin et al., 2010). Para promover la invaginacion de la membrana
y su escisidn, la red de filamentos de actina de los parches coopera con proteinas que
contienen dominios BAR (Bin - Amphiphysin - Rvs) y F-BAR. Las proteinas con dominios BAR y
F-BAR pueden deformar membranas, sensar la curvatura de las mismas y servir como unién
entre las zonas de deformacidn de la membrana y las del ensamblaje de la actina (Aspenstrom
et al., 2006).

2.2.2.2 Cables de actina: secrecion celular polarizada

Los cables de actina son haces polarizados de filamentos de actina paralelos, que se
distribuyen a lo largo del eje longitudinal de la célula. Estdn involucrados en el transporte
intracelular polarizado hacia las zonas de crecimiento (Moseley and Goode, 2006).

Los cables de actina de la levadura de fisién son un ejemplo de comunicacién entre los
citoesqueletos de la célula, ya que su sitio de ensamblaje coincide con los factores de
polaridad Teal y Tea4, transportados en el extremo mas (+) de los microtubulos. Tras ser
depositados en los polos de la célula, se cree que el complejo Teal-Tea4 recluta a factores de
polaridad del complejo denominado “polarisoma”, incluyendo la formina For3 y sus proteinas
activadoras, la GTPasa Cdc42 y Bud6. For3 es la proteina que nuclea los filamentos de los
cables de actina interfasicos. Posteriormente los filamentos de los cables son estabilizados por
la tropomiosina Cdc8 (Figura 9).

Polo de la célula

Polarisoma

f Filamento de actina

Cable de actina

Tropomiosina

ﬁ/ Formina
Miosina tipo V
e
Proteina

% “crosslinking”

Vesicula

Figura 9. Representacion esquematica de un cable de actina y de las proteinas asociadas a esta estructura. Los
cables de actina nucleados por For3 son importantes para el crecimiento polarizado, gracias a que sirven como vias
mediante las cuales las miosinas de tipo V transportan las vesiculas hacia los polos celulares en crecimiento. Figura
adaptada de (Mishra et al., 2014).

For3 pertenece a la familia de las forminas, proteinas modulares que contienen un
dominio FH1 (Formin Homology 1) y un dominio FH2. El dominio FH1 se une a la profilina, que
secuestra la actina-G y el dominio FH2 controla la nucleacién de la actina y el ensamblaje de
los cables. Muchas forminas, entre ellas For3, contienen ademas otros dominios reguladores
que incluyen el dominio DID (Diaphanous-related formin Inhibitory Domain), el dominio DAD
(Diaphanous-related formin Autoregulatory Domain) y un dominio RDB (Rho-Binding Domain).
La interaccion entre los dominios DID y DAD de las forminas provoca su autoinhibicién. Esta
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autoinhibicion se libera gracias a la unién de GTPasas de la familia Rho al dominio RBD,
parcialmente solapante con el dominio DID (Martin et al., 2007). La GTPasa Cdc42 y la proteina
Bud6 contribuyen a liberar la autoinhibiciéon de For3, favoreciendo su activacidn y localizacién
correctas (Martin et al., 2007). Tras ser activada, For3 inicia el ensamblaje de filamentos de
actina. Después, la formina viaja con el filamento y se inactiva, al moverse del polo unida al
filamento de actina. Debido a la extension de este filamento de actina por otras moléculas de
formina activas en el polo, la formina inactiva se mueve hacia el centro celular. De este modo,
junto con el crecimiento del cable de actina, se establece un flujo retrégrado de las forminas
hacia el interior celular (Martin and Chang, 2006) (Figura 10).

Polimerizacion
de actina

Figura 10. Modelo que ilustra el flujo
retrégrado de la formina For3 hacia el interior
celular. Las forminas For3 activas (circulos rojos)
nuclean filamentos de actina que se incorporan
al cable de actina en formacién. Posteriormente
For3 se inactiva (circulos granates) al moverse
del polo unida al filamento de actina. Como
resultado de la extensidn del cable de actina por
2. Inactivacién otras forminas activas en el polo celular, las
moléculas inactivas de For3 se dirigen hacia el
interior celular. Figura adaptada de (Martin and
Chang, 2006).

1. Activacion
transitoria

3. Polimerizacién

Los cables de actina nucleados por For3 son importantes para el crecimiento
polarizado, gracias a que sirven como vias mediante las cuales las proteinas motoras, miosinas
de tipo V, dirigen el aporte de vesiculas y organulos hacia los polos celulares en crecimiento
(Feierbach and Chang, 2001; Motegi et al., 2001; Win et al., 2001). Ademds de participar en el
transporte, las miosinas de tipo V desempefian un papel importante en el mantenimiento de la
arquitectura y dindmica de los cables de actina (Lo Presti et al., 2012). En S. pombe existen dos
miosinas de tipo V, Myo51 y Myo52, sin embargo, sélo Myo52 parece contribuir en la
secrecién polarizada mediada por los cables de actina durante interfase (Win et al., 2001). Los
cables de actina y Myo52 permiten el aporte de vesiculas que contienen enzimas que
remodelan la pared celular, como la a-glucan sintasa Mok1 o las B-glucan sintasas Bgs1 y Bgs4
(Cortés et al., 2005; Mulvihill et al., 2006; Win et al., 2001).

2.2.2.3 Anillo contractil de actomiosina: citocinesis

Las células animales y las de los hongos organizan un anillo contractil de actomiosina
necesario para la separacién celular tras la mitosis. La citocinesis se lleva a cabo mediante la
accion coordinada del anillo contractil de actomiosina y el depdsito dirigido de membrana
(Balasubramanian et al., 2004). En hongos y levaduras, al ser organismos con pared celular, la
contraccion del anillo esta ademads coordinada con la formacién del septo que llevan a cabo las
enzimas biosintéticas de la pared celular (Willet et al., 2015). El anillo de actomiosina se
ensambla en el sitio de division y contribuye a dirigir la secrecidn y el ensamblaje de la pared
celular en el sitio de divisién (Rincén and Paoletti, 2016).

El anillo de actomiosina en S. pombe es un estructura compleja formada por un gran
numero de proteinas, entra ellas filamentos de actina y las miosinas de tipo Il, Myo2 y Myp2.
La proteina Cdc12 es la formina que nuclea los filamentos de actina cortos y antiparalelos que
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componen el anillo. Posteriormente los filamentos son unidos y estabilizados por la
tropomiosina Cdc8 (Figura 11). El ensamblaje del anillo contractil de actomiosina depende de
dos mecanismos complementarios. Por un lado, el sitio de division se establece en la fase
G2/M del ciclo celular por la proteina Mid1 que se distribuye en forma de nodos en la zona
media de la célula (Sohrmann et al., 1996). Ademas, en el ensamblaje del anillo participa la via
de sefializacién denominada SIN (Septation Initiation Network), implicada en la constriccidn
del anillo y la formacidn del septo al final de anafase, coordinando la citocinesis con el ciclo
celular (Hachet and Simanis, 2008; Krapp and Simanis, 2008).

Ademas de los parches y cables de actina y del anillo contractil de actomiosina, la
levadura de fisién reorganiza el citoesqueleto de actina en el proceso de conjugacion, en la
fase G1 del ciclo celular. En ausencia de fuente de nitrégeno, células de tipo sexual opuesto h*
y h” emiten proyecciones entre ellas, gracias a que polarizan su citoesqueleto de actina en
respuesta a las feromonas emitidas. Una vez hecho el contacto entre la punta de las
proyecciones, se produce la degradacidn localizada de la pared celular, lo que permite la fusion
de las células. La formina Fus1 se localiza en la punta de las proyecciones, una vez las células
han contactado (Petersen et al., 1998a, b) y nuclea los filamentos de actina dando lugar a una
estructura especifica denominada “actin fusion focus” que, junto con las miosinas de tipo V,
favorece la secrecién de vesiculas con las hidrolasas necesarias para disolver la pared en la
zona de contacto (Dudin et al., 2015).

«gee  Filamento de actina

Tropomiosina

—4 Miosina tipo Il
o Formina
3&8 Proteinas

Anillo de actomiosina crosslinking

Figura 11. Esquema que ilustra un fragmento del anillo contractil de actomiosina y de las proteinas asociadas a
esta estructura de actina. Figura adaptada de (Mishra et al., 2014).

2.2.3 El complejo del exocisto: secrecion celular polarizada

La secrecidn celular o exocitosis participa, junto con la endocitosis, en el reciclado de la
membrana plasmatica. El proceso de exocitosis consiste en la fusidén de vesiculas de secrecion
intracelulares con la membrana plasmatica y supone: el aporte de lipidos para la extension de
la membrana, el aporte de proteinas integrales de membrana a la superficie celular y la
liberacidon de material al espacio extracelular.

La secrecion polarizada permite dirigir las vesiculas de secrecién hacia las zonas de
crecimiento activo y desempefia un papel fundamental en el establecimiento de la polaridad
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celular y en el control de la morfologia. Un ejemplo caracteristico en las levaduras es la
secrecidon polarizada de enzimas hidroliticas en la zona de divisidon, que es necesaria para
disolver el septo primario de la pared entre las células hijas y permitir la citocinesis (Martin-
Cuadrado et al., 2003; Martin-Cuadrado et al., 2005).

Los cables de actina y las proteinas motoras, miosinas de tipo V, favorecen el
transporte de las vesiculas de secrecién procedentes de los organulos intracelulares,
fundamentalmente del aparato de Golgi, hacia zonas polarizadas de la membrana plasmatica.
El contacto inicial entre la vesicula y la membrana plasmatica es mediado por el complejo
proteico denominado exocisto (He and Guo, 2009). Posteriormente se produce la fusién de las
membranas, gracias a la conexién entre proteinas SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor) presentes en las membranas de las vesiculas (v-SNAREs) y
en la membrana plasmatica (t-SNAREs). Estas parejas de complejos SNARE acoplan las
vesiculas a la membrana receptora y, finalmente, inducen la fusion de los lipidos (Cai et al.,
2007; He and Guo, 2009). La interaccién especifica de las proteinas v-SNARE con t-SNARE
permite que cada clase de vesicula se fusione en el lugar adecuado de la membrana (Figura
12).

El complejo del exocisto estd muy conservado en los organismos eucariotas y consta
de 8 subunidades: Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 y Exo84. En S. pombe todas son
esenciales, salvo Exo70 (Bendezu et al., 2012; Jourdain et al., 2012; Wang et al., 2002). Las
proteinas del exocisto se localizan en las regiones de secrecidn activa, polos de crecimiento en
las células en interfase y zona media en las células en citocinesis.

Figura 12. Esquema del complejo

proteico denominado exocisto. Este

complejo media la unién de vesiculas de

secrecion con la membrana plasmatica.

9,/?' B Posteriormente se produce la fusién de

/ \\ las membranas gracias a la conexién

Vesicula || entre proteinas SNAREs presentes en las

/’ membranas de las vesiculas (v-SNAREs) y

Membrana en la membrana plasmatica (t-SNAREs).
plasmatica Figura adaptada de (Wu et al., 2008).

En S. pombe, el exocisto desempefia un papel esencial tanto en la separacion celular
(Wang et al., 2002) como en el crecimiento celular polarizado (Bendezu and Martin, 2011).

3 Las GTPasas de la familia Rho

Las proteinas de la familia Rho constituyen un subgrupo de la superfamilia de las
proteinas G pequefias o GTPasas pequefias. Las proteinas G pequefias estan presentes en
todos los organismos eucariotas y son moléculas monoméricas con una masa molecular que
puede variar entre 20 y 40 KDa. Se caracterizan porque son proteinas de unién a GTP y
presentan similitudes bioquimicas con la subunidad a de las proteinas G heterotriméricas,
cuya conformacién molecular cambia dependiendo del nucledtido al que estan unidas
(Wennerberg et al., 2005). Las proteinas G pequefias ciclan entre una conformacién inactiva,
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unida a GDP, y una conformacién activa, unida a GTP. En su forma activa, las proteinas G
interaccionan con sus proteinas efectoras que permiten transducir la sefial. En su forma
inactiva no interaccionan con las proteinas efectoras y la sefial no se transmite. Por ese motivo
se han denominado“interruptores moleculares” (Vetter and Wittinghofer, 2001). La mayoria
de las proteinas G pequefias estan modificadas en su extremo C-terminal por la adicion de
grupos isoprenoides (farnesilo o geranilgeranilo) que permiten su anclaje a lipidos y son
fundamentales para la localizacién de estas proteinas en las membranas (Bos et al., 2007).

La superfamilia de las GTPasas pequefias se divide en cinco familias definidas por la
similitud de secuencia y funcién de las proteinas que las forman: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran
(Wennerberg et al., 2005). Todas ellas estan implicadas en la transduccion de sefiales y regulan
una amplia variedad de procesos celulares como la proliferacién y la diferenciacion celular, la
dindmica del citoesqueleto, el trafico de membranas, el transporte nucleo-citoplasma, etc. (de
Curtis and Meldolesi, 2012; Militello and Colombo, 2013).

Las GTPasas de la familia Rho estan presentes en todas las células eucariotas, desde
levaduras hasta mamiferos, y estan involucradas principalmente en la regulacion de la forma
celular, la organizacidn del citoesqueleto de actina y la migracidn celular (Bos et al., 2007). Se
han identificado al menos 22 miembros de la familia de GTPasas Rho en mamiferos, de los
cuales los mds estudiados son RhoA, Racl y Cdc42. RhoA (Ras homology member A) participa
en la formacidon de fibras de estrés de actina y en el ensamblaje de focos de adhesion, Racl
(Ras-related C3 Botulinum substrate 1) promueve la formacién de lamelipodios y Cdc42 activa
la formacidn de filopodios (Gonzalez-Billault et al., 2012).

3.1 Modificaciones postraduccionales de las proteinas Rho

Las proteinas G de pequefio tamafio molecular necesitan determinados cambios
postraduccionales para dirigirse y anclarse a las estructuras membranosas donde van a
desempenar sus funciones. En general, estos cambios tienen lugar en el extremo C-terminal de
estas proteinas y consisten en la incorporacidn de grupos isoprenoides seguida de una
protedlisis y metilacién (Wang and Casey, 2016). Esto da lugar a un incremento de la lipofilia y
permite una mejor asociacion con las membranas de la célula. Estos cambios estructurales
varian dependiendo de la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de cada proteina
G:

— Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-X, siendo A un aminodcido alifatico y X un
aminodcido cualquiera, se produce la incorporacién de un grupo farnesilo en la cisteina por la
farnesiltransferasa |, posteriormente se produce la proteolisis del grupo A-A-X y la
carboximetilacién de la cisteina (Wennerberg et al., 2005).

— Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, la cisteina es geranilgeranilada por la
geranilgeraniltransferasa | y posteriormente carboximetilada tras la proteolisis de los tres
ultimos aminoacidos (Wennerberg et al., 2005).

La sefial de prenilacién en la cisteina permite la insercion de las GTPasas en la
membrana del reticulo endoplasmatico, desde donde las proteinas Rho pueden ser
distribuidas, a través de la via secretora, hacia la membrana plasmatica (Choy et al., 1999).
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En general un grupo lipidico terminal no basta para anclar las proteinas a la
membrana. Por ello, algunas proteinas Rho son modificadas con un grupo palmitoilo o
miristoilo (Casey, 1994). En otros casos llevan una serie de aminodacidos basicos en el extremo
C-terminal que facilitan su anclaje a la membrana.

3.2 Regulacion de las proteinas Rho

En general, las GTPasas pequefias muestran una alta afinidad de unién tanto por el
GDP como por el GTP. En consecuencia, una vez hidrolizado el GTP, la velocidad de disociacion
del nucledtido unido es muy lenta y el intercambio del GDP por el GTP se produce de manera
poco eficiente, aunque la concentracidn de GTP en la célula es mayor. Por otro lado, la
actividad GTPasica intrinseca de algunas proteinas G pequefias es muy lenta. Para que las
proteinas G pequenas ciclen y realicen correctamente sus funciones, existen proteinas que
regulan su activacion e inactivacién. Las proteinas activadoras se denominan GEFs (Guanine
Nucleotide Exchange Factors) y las proteinas inactivadoras se denominan GAPs (GTPase
Activating Proteins) y GDIs (GDP Dissociation Inhibitors) (Bos et al., 2007; Vetter and
Wittinghofer, 2001) (Figura 13).

GEFs y GAPs son, generalmente, proteinas con multiples dominios que les permiten
unirse a otras proteinas o a membranas. Por ello, ademas de cambiar el estado de activacion
de las GTPasas, las proteinas GEFs y GAPs contribuyen a regular su localizacion y sirven como
proteinas andamio que permiten la formacién de complejos proteicos (Bos et al., 2007).

Membrana
plasmatica

25 P

Rho \ Rho Figura 13. Regulacion de las proteinas Rho. Las
proteinas con activida avorecen el intercambio de
GDP GDP i ividad GEF f li bio d
GDP por GTP y activan a las proteinas Rho, permitiendo
a unidn a sus efectores. Las proteinas con activida
GDP | i6 f L i ividad GAP
GEF GAP inactivan a las proteinas Rho estimulando la actividad
GTPasica intrinseca de estas proteinas. Las proteinas
sacan a las asas de la membrana plasmatica
GTP’ GDI las GTPasas de | brana plasmatica y
las mantienen en su estado inactivo en el citosol celular.
Rho
GTP

Citosol

El nimero de proteinas GEFs y GAPs es mayor que el de GTPasas, de modo que una
Unica GTPasa puede ser regulada por mas de una proteina GEF o por mas de una proteina GAP
y, ademas, los factores GEFs y GAPs pueden regulan a mas de una GTPasa (Bos et al., 2007).
Esta promiscuidad permite que funciones especificas de una misma GTPasa sean reguladas por
diferentes proteinas GAPs y GEFs.
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3.2.1 Las proteinas GEF

Las proteinas GEFs son reguladoras positivas que activan a las GTPasas. Interaccionan
con la forma unida a GDP de la GTPasa y provocan la disociacion del nucledtido que,
posteriormente, es sustituido por GTP.

Las proteinas GEFs modifican el sitio catalitico de la GTPasa y asi disminuyen la afinidad
de unidén del nucledtido, el cual se libera y se sustituye por otro. En las GTPasas Rho el sitio de
unién de nucledtidos de guanina consta de las regiones denominadas switch |, switch Il y P-
loop, la regidn de unidn al fosfato. Estas regiones interaccionan con los fosfatos del nucleétido
y con un ién magnesio, permitiendo que la unién entre el nucledtido y la GTPasa sea de alta
afinidad (Vetter and Wittinghofer, 2001) (Figura 14). La unién de la proteina GEF a la GTPasa
Rho induce cambios conformacionales en las regiones switch y en el P-loop que bloquean el
sitio de unién a magnesio. Esto hace que la interaccidn con los fosfatos se debilite y facilita la
liberacion del nucleédtido, permitiendo la entrada de otro nucledtido nuevo. En general, las
proteinas Rho presentan una afinidad similar por el GDP y el GTP, y las proteinas GEFs no
favorecen la unién de uno o de otro. La unién del GTP se produce porque la concentracién de
este nucledtido en el citoplasma de la célula es superior a la de GDP. Las proteinas GEFs
desplazan al nucledtido unido y, posteriormente, el nuevo nucleétido desplaza a las proteinas
GEFs (Bos et al., 2007).

Figura 14. Representacion
tridimensional del sitio catalitico de las
GTPasas Rho. En las GTPasas Rho el sitio
de unién de nucledtidos de guanina
consta de las regiones denominadas
switch |, switch Il y del P-loop. Estas
regiones interaccionan con los fosfatos
del nucledtido y con un i6bn magnesio,
permitiendo que la unién entre el
nucledtido y la GTPasa sea de alta
afinidad. Imagen adaptada de
(Hakoshima et al., 2003).

Switch |

Switch |l

Los mecanismos que regulan la actividad y la localizacion de las proteinas GEFs se
basan en la inhibicidn intramolecular, la unién a lipidos, las interacciones proteina-proteina o
las fosforilaciones (Bos et al., 2007).

3.2.2 Las proteinas GDI

Las proteinas GDI actuan principalmente sobre proteinas G de la familia Rho y Rab (Bos
et al., 2007). Estas proteinas se caracterizaron inicialmente como reguladores negativos de las
GTPasas pero su funcidn es mas compleja. Las proteinas GDI inhiben la disociacion del GDP de
las GTPasas y evitan su activaciéon por los reguladores GEFs, pero también bloquean la
actividad GTPasa intrinseca, estimulada por las proteinas GAPs. Todo esto se debe a que las
proteinas GDI extraen a las GTPasas de las membranas enmascarando su grupo isoprenoide
(DerMardirossian and Bokoch, 2005; Garcia-Mata et al., 2011). De este modo, las mantienen
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en su estado inactivo en el citosol celular o promueven su degradacion (Tiedje et al., 2008).
Actualmente se considera que las proteinas GDI son “chaperonas” necesarias para mantener
de forma estable en el citoplasma un reservorio de GTPasas que podrian traslocarse
rapidamente a la membrana plasmatica en respuesta a sefiales especificas (Garcia-Mata et al.,
2011).

3.2.3 Las proteinas GAP

Las proteinas GAPs son reguladoras negativas que inactivan a las GTPasas.
Interaccionan con la forma unida a GTP de las GTPasas y favorecen su actividad GTPasica
intrinseca. Aceleran la reaccidn de hidrélisis del GTP varios 6rdenes de magnitud y promueven
que la GTPasa se encuentre en estado inactivo unida a GDP.

En el mecanismo de hidrdlisis del GTP una molécula de agua realiza un ataque
nucleofilico al fosfato y del GTP, convirtiéndolo en GDP. La funcién de la proteina con actividad
GAP en esta reaccién consiste en orientar correctamente la molécula de agua que realiza el
ataque y en estabilizar el estado de transicion de la reaccidon enzimatica (Bos et al., 2007).

Las proteinas con actividad GAP frente a las GTPasas de la famila Rho poseen un
dominio RhoGAP muy conservado, que es distinto al médulo GAP presente en las proteinas
reguladoras negativas de las otras familias de GTPasas. El dominio RhoGAP también es
conocido como dominio BH (Breakpoint cluster region-Homology) ya que originalmente se
identifico como una regién de homologia con el producto del gen BCR (breakpoint cluster
region), implicado en leucemias mieloides crdnicas (Diekmann et al., 1991). Posteriormente, se
utilizé el término dominio BH para referirse a todos los dominios GAPs presentes en proteinas
que se unen a GTPasas de la familia Rho, sean o no capaces de potenciar su actividad GTP4asica
(Musacchio et al., 1996). El dominio RhoGAP consta de unos 150 aminodcidos y consiste en 9
a-hélices (Figura 15). Este dominio interacciona con los switch | y Il y el P-loop de las proteinas
Rho, que constituye el sitio catalitico de unidn de GTP (Moon and Zheng, 2003).

Figura 15. Estructura tridimensional del dominio RhoGAP.
Las proteinas con actividad GAP frente a las GTPasas de la
familia Rho se caracterizan por la presencia en su estructura
de un dominio RhoGAP, formado por 9 hélices a (Barrett et
al., 1997).

Existe una Arginina conservada en todos los dominios RhoGAP que se introduce en el
sitio activo de la GTPasa Rho y estabiliza el proceso de hidrélisis de GTP durante el estado de
transicién. La Arginina interacciona ademas con una Glutamina de la GTPasa Rho, que participa
en el posicionamiento correcto de la molécula de agua necesaria para que se produzca la
catdlisis. La estabilizacién que realiza la Arginina en el residuo de Glutamina de la GTPasa Rho
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limita la libertad de la molécula de agua y puede asi reducir la barrera energética para la
hidrélisis del GTP (Bos et al., 2007; Moon and Zheng, 2003) (Figura 16).

La actividad de las proteinas RhoGAP debe ser finamente regulada en el espacio y en el
tiempo para que las proteinas Rho no estén continuamente inactivas. Entre los mecanismos
que regulan la actividad y la localizacidon de las proteinas RhoGAP se encuentran: la unién a
lipidos, las interacciones proteina-proteina, la fosforilacion y la degradacidon proteolitica.
También se ha descrito que la actividad de las proteinas RhoGAP puede regularse mediante
inhibiciones intramoleculares que se liberan gracias a la unién a otras proteinas (Bos et al.,
2007; Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007).
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Figura 16. Mecanismo de accion de las RhoGAPs. A) Mecanismo de hidrdlisis del GTP: una molécula de agua realiza
un ataque nucleofilico al fosfato y del GTP. B) La Arginina catalitica de la proteina RhoGAP contribuye a estabilizar el
estado de transicion de la reaccion de hidrélisis del GTP. Ademas esta Arginina interacciona con la Glutamina de la
GTPasa Rho, permitiendo la orientacion correcta de la molécula de agua que realiza el ataque nucleofilico. Figura
adaptada de (Bos et al., 2007).

4 Las GTPasas de la familia Rho en S. pombe

En S. pombe, las GTPasas de la familia Rho son reguladoras esenciales de las vias de
sefializacién implicadas en los procesos de morfogénesis y polaridad celular. En la levadura de
fision el crecimiento estd intimamente relacionado con el dinamismo de su pared celular. Para
permitir la expansion de la célula es necesario que la pared se debilite por enzimas hidroliticas,
aporte de nueva membrana plasmatica en la superficie celular y sintesis de nueva pared
celular por enzimas biosintéticas. Para que el crecimiento sea polarizado, la ruta secretora
debe aportar esas enzimas y membranas en puntos discretos de crecimiento de la superficie
celular. En S. pombe, las GTPasas Rho proporcionan la regulacion coordinada de las enzimas
biosintéticas o liticas de la pared celular y la organizacion de la actina necesaria para mantener
la integridad y la viabilidad celular durante el crecimiento vegetativo (Cabib et al., 1998; Pérez
and Rincdn, 2010; Pruyne and Bretscher, 2000). El genoma de la levadura de fisidn codifica seis
GTPasas de la familia Rho, Rhol a Rho5 y Cdc42, de las cuales, sélo las GTPasas Rhol y Cdc42
son esenciales (Pérez and Rincén, 2010).
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4.1 Rhol y Rho2: Biosintesis de la pared celular y ruta MAPK de
integridad celular

Las GTPasas Rhol y Rho2 se localizan en los sitios de crecimiento polarizado (Arellano
et al., 1997; Hirata et al., 1998), son proteinas esenciales en la biosintesis de la pared celular
de S. pombe y participan en la regulacidn de la ruta MAPK de integridad celular.

La pared celular de S. pombe es una estructura esencial compuesta fundamentalmente
por polisacéridos, de los que el B-glucano y el a-glucano son mayoritarios, y por
manoproteinas, cuyo componente glucidico es el galactomanano que representa del 9 al 14%
del total de los azucares de la pared (Figura 17). El B-glucano constituye el 50-54% del
contenido total de la pared y es el responsable de la fuerza mecéanica y del mantenimiento
morfolégico de la célula (Ishiguro, 1998). En la pared de S. pombe el B-glucano estd presente
en forma de: B-(1,3)-glucano con ramificaciones B-(1,6), el componente mas abundante de la
pared, B-(1,3)-glucano lineal, presente principalmente en el septo primario y en menor
cantidad en la pared celular y B-(1,6)-glucano muy ramificado que es un componente
minoritario de la pared. El a-glucano representa el 28% de la pared y es un polimero de
unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,3), con una pequefia proporcion de enlaces a-(1-
4) (Durdn and Pérez, 2004). Durante la septacion, el B-(1,3)-glucano lineal forma el septo
primario (Cortés et al., 2005) y tanto el B-glucano ramificado como el a-glucano intervienen en
la sintesis del septo secundario y en la formacién correcta del septo primario (Cortés et al.,
2012; Muioz et al., 2013).

Figura 17. Representacion esquematica de la pared celular
de S. pombe. Esquema que ilustra los polisacaridos de la
pared celular de S. pombe: el a-glucano, el B-glucano,
presente en formas con enlaces distintos y el galactomanano
que forma parte de las glicoproteinas de esta estructura
celular.

~ galactomanano Ja-glucano
8 B-(1,6)-glucano L) B-(1,3)-glucano

Membrana plasmatica

La enzima responsable de la biosintesis del -(1,3)-glucano de la pared es la B-(1,3)-
glucdn sintasa, formada por una subunidad catalitica y una reguladora. La GTPasa Rhol es la
subunidad reguladora de la enzima B-(1,3)-glucéan sintasa, participando asi en la sintesis directa
del B-(1,3)-glucano de la pared celular (Arellano et al., 1996). Rho1-GTP también interacciona
con las proteinas quinasas Pckl y Pck2, de la familia PKC (Protein Kinase C) (Arellano et al.,
1999) y es capaz de activar indirectamente la sintesis de pared celular a través de ellas.
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Ademas, la GTPasa Rhol es necesaria para el mantenimiento de la integridad celular y la
polarizacidn del citoesqueleto de actina (Arellano et al., 1997; Nakano et al., 1997).

La principal enzima responsable de la biosintesis del a-glucano es la a-glucan sintasa,
denominada Ags1 o Mok1. Esta proteina se localiza en los polos de crecimiento y en el septo y
su localizacién es dependiente de actina (Katayama et al., 1999). La GTPasa Rho2, junto con la
GTPasa Rhol, regula la sintesis del a-glucano de la pared celular mediante la proteina quinasa
Pck2 (Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998). Al igual que Rho1, Rho2 interacciona con Pckly
con Pck2 (Arellano et al., 1999). Sin embargo, sélo Pck2 se ha descrito como proteina
transmisora de la sefal de Rho2, cuando actia como un regulador positivo de la a-glucan
sintasa Mokl (Calonge et al., 2000).

Rho2, a través de Pck2, activa también la ruta de MAPK de mantenimiento de la
integridad celular (Ma et al., 2006). Esta cascada de sefializacién estd formada por las quinasas
Mkh1 - Pekl - Pmk1 y esta implicada en procesos muy diversos como la biosintesis de pared
celular, la citocinesis, la homeostasis idnica o la fusién de vacuolas (Pérez and Cansado, 2010).

A diferencia de Rho2, Rhol mantiene una relacién aparentemente antagdnica con la
ruta MAPK de integridad. Asi, la pérdida de funcién de Rhol causa un aumento de la actividad
basal de la MAPK Pmk1, que es dependiente de Rho2 y de Pck2 y es perjudicial para las células
(Viana et al., 2013). Sin embargo, en determinadas circunstancias Rhol puede también activar
la ruta MAPK de integridad directamente a través de Pckl y Pck2 (Garcia et al., 2009b;
Sanchez-Mir et al., 2014).

Las funciones de las GTPasas Rhol y Rho2 estadn reguladas por diferentes proteinas
GEFs y GAPs. Tres proteinas GEFs han sido descritas para la GTPasa Rho1l: Rgfl, Rgf2 y Rgf3.
Rgfl activa la sintesis de pared celular y también esta implicada en la reorganizacién de la
actina durante el proceso de NETO (Garcia et al., 2006). Esta proteina GEF también regula la
ruta de MAPKs de integridad celular (Garcia et al., 2009b). Ademas, Rgfl se acumula en el
nucleo de forma dependiente del checkpoint de replicacion de ADN y es importante para la
tolerancia al estrés replicativo (Munoz et al., 2014a). Rgf2 es esencial en esporulacion y
coopera con Rgfl en la regulacidn de la biosintesis de la pared (Cruz et al., 2013; Garcia et al.,
2009a). Rgf3 activa a Rhol especificamente durante la citocinesis (Morrell-Falvey et al., 2005;
Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004). También se ha descrito otra proteina GEF, Gef2, que
participa en la seleccién del sitio de division y en la citocinesis, e interacciona tanto con Rhol
como con las GTPasas Rho4 y Rho5, pero se desconoce a que GTPasa regula (Zhu et al., 2013).

Las proteinas GAPs descritas para Rhol son: Rgal, Rga5 y Rga8. Rgal es el principal
regulador negativo de Rhol (Nakano et al., 2001). Rga5 tiene funciones en integridad celular y
en citocinesis (Calonge et al., 2003). Rga8 tiene actividad GAP in vivo frente a Rhol, pero su
papel regulador de esta GTPasa es una incégnita. Rga8 es fosforilada por Shkl, una proteina
efectora de Cdc42, por lo que esta proteina GAP podria participar en la comunicacién entre las
dos GTPasas esenciales de la familia Rho, Rhol y Cdc42 (Yang et al., 2003).

Rhol ademas interacciona con Rdil, la Unica proteina GDI de S. pombe, que también
se une a Rho4 y a Cdc42, aunque se desconocen los procesos celulares en los que participa
(Nakano et al., 2003).
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Los reguladores negativos descritos para la GTPasa Rho2 son Rga2, Rga4 y Rga7
(Martin-Garcia et al., 2014; Soto et al., 2010; Villar-Tajadura et al., 2008). Las tres proteinas
GAPs regulan negativamente a Rho2 en la activacién de la ruta de MAPK de integridad. Rga2
ademas regula negativamente a Rho2 en la biosintesis de la pared celular (Villar-Tajadura et
al., 2008). Aln no se ha descrito ninguna proteina GEF para Rho2.

4.2 Rho3 y Rho4: secrecion celular y degradacion del septo
durante la citocinesis

Las GTPasas Rho3 y Rho4 de S. pombe no son esenciales y ambas participan en el
estadio final de la citocinesis. Regulan la secrecién polarizada de enzimas hidroliticas que
digieren el septo primario para liberar a las dos células hijas (Santos et al., 2005; Wang et al.,
2003).

Rho3 se localiza en toda la membrana plasmatica y esta concentrada en las regiones
de crecimiento y de divisidn (Nakano et al., 2002). También se ha descrito que interacciona con
la formina For3 (Nakano et al., 2002). El gen rho3’ se identificé como un supresor multicopia
del mutante termosensible del exocisto sec8-1 y existe interaccién genética negativa de la
delecion de Rho3 y las cepas mutantes sec8-1 y exo70A (Wang et al., 2003). Esta GTPasa regula
la funcion del exocisto y parece desempefiar un papel general en la secrecion, no sdlo durante
la citocinesis. Asi, se ha descrito también interaccién genética de rho3" con pob1” (Nakano et
al., 2011) que codifica la proteina adaptadora necesaria para que Cdc42 interaccione con la
formina For3 (Rincén et al., 2009). Ademas, la sobreexpresion tanto de Pobl como de la
GTPasa Rho3 es capaz de suprimir la termosensibilidad de una cepa mutante de Cdc42 con
problemas de trafico de membranas (Estravis et al., 2011).

Rho4 es la Unica GTPasa Rho localizada exclusivamente en la zona de division y regula
la secrecidon de las enzimas hidroliticas Engl y Agn1 (Santos et al., 2003; Santos et al., 2005),
que son las glucanasas responsables de la degradacién del septo en el proceso de citocinesis
(Garcia et al., 2005; Martin-Cuadrado et al., 2003). La localizacion correcta de Agnl y Engl en
la zona del septo requiere la presencia de las septinas y del exocisto (Martin-Cuadrado et al.,
2005). Las septinas son una familia de proteinas de unidn a GTP, conservadas en los
eucariotas, que forman un anillo en la zona de divisién y participan en el proceso de citocinesis
(Longtine et al., 1996). Rho4, ademas, interacciona con el exocisto y con las septinas y es
necesaria para su localizacidn correcta (Pérez et al., 2015). Ademas de participar en el proceso
de citocinesis, la GTPasa Rho4 estd involucrada en el control de la morfologia celular mediante
la regulacién del citoesqueleto de actina y de los microtubulos citoplasmicos (Nakano et al.,
2003).

Las funciones de Rho4 en el proceso de citocinesis son reguladas por la proteina GEF
denominada Gef3 (Wang et al., 2015). Esta proteina también interacciona en la zona de
divisién con la forma unida a GTP de la GTPasa Rho3 (Mufioz et al., 2014b). Existe otra proteina
GEF que interacciona con Rho4 en la zona de divisién, Gef2, la cual también interacciona con
Rhol y Rho5 (Zhu et al., 2013) pero su actividad sobre Rho4 no se ha demostrado. Como
posibles proteinas reguladoras negativas de Rho4 se han descrito la proteina GAP Rga9 y el
Unico GDI de S. pombe, Rdil, que también se une a Rhol y Cdc42 (Nakano et al., 2003).
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4.3 Rho5

En S. pombe Rho5 es una GTPasa no esencial, muy similar a Rhol (86% de identidad).
De hecho, la sobreexpresion de rho5” rescata la letalidad de la delecién de Rhol, lo que
sugiere que, en estas condiciones, puede llegar a realizar las funciones de Rhol (Nakano et al.,
2005; Rincdn et al., 2006). Rho5 se expresa en fase estacionaria y en condiciones de falta de
nutrientes y participa en la formacién de la pared de la espora, en el proceso de esporulacion
(Rincén et al., 2006). La delecion de Rho4 y Rho5 en las células produce el denominado
fenotipo “vic” (viable in the presence of immunosuppressant and chloride ion) y defectos en la
integridad de la pared celular. Este fenotipo es caracteristico de cepas mutantes en los
componentes de la ruta MAPK de integridad celular (Ma et al., 2006). Ello podria sugerir un
posible papel de Rho4 y Rho5 en esta via de sefializacion (Doi et al., 2015). No se ha descrito
ningun regulador especifico para Rho5 pero, como ya mencionamos, se ha demostrado que
Gef2 interacciona con esta GTPasa, por lo que podria estar implicada en su regulacién (Zhu et
al., 2013).

5 La GTPasa Cdc42 en las levaduras: control del
crecimiento celular polarizado

La GTPasa Cdc42 es un regulador fundamental de la polaridad celular en todos los
organismos eucariotas (Etienne-Manneville, 2004). El gen codificante de Cdc42 fue identificado
por primera vez en Saccharomyces cerevisiae como uno de los genes reguladores del ciclo de
division celular, de ahi su nombre (cell division cycle) (Adams et al., 1990). Posteriormente, se
identificd Cdc42 en cerebro de oveja y en placenta humana. En la especie humana existen 2
isoformas de Cdc42: HsCdc42 y G25K, presente sélo en cerebro. Ambas proteinas son
productos del mismo gen, obtenidos por procesamiento alternativo de los transcritos
(Munemitsu et al., 1990). Las proteinas Cdc42 estdn muy conservadas en los distintos
organismos eucariotas, llegando a existir un 75% de identidad entre Cdc42 de S. cerevisiae y de
Homo sapiens (Johnson, 1999). El estudio de la estructura cristalografica de Cdc42 humano,
junto con la informacidn obtenida de las mutaciones caracterizadas en diversos organismos, ha
permitido definir los dominios funcionales de la proteina, ayudando a entender el
funcionamiento de las interacciones de Cdc42 con sus multiples reguladores y efectores.

5.1 Cdc42 en S. cerevisiae

Cdc42 es la GTPasa que participa en el control del crecimiento celular polarizado de la
levadura de gemacién. La activacion local de Cdc42 en el sitio de gemacion promueve la
polimerizacidn del citoesqueleto de actina y dirige la secrecién hacia el sitio de crecimiento
(Figura 18).

Las células de S. cerevisiae tienen una forma ovalada y se dividen por gemacién
mediante la formacién de una Unica yema por ciclo celular. En la fase G1 temprana del ciclo
celular, la yema crece de manera apical hasta alcanzar un tamafio critico. En G2, este patrén
de crecimiento apical cambia a un patrén de crecimiento isotrdpico, en el cual, el crecimiento
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de la yema tiene lugar por toda su superficie y se redondea. Tras la mitosis, cuando los nucleos
se han separado, se forma un septo entre la madre y la célula hija, separandolas fisicamente.
Posteriormente el septo se degrada y las dos células se separan, dejando en la célula madre
una cicatriz de gemacién. En las células haploides la nueva yema se genera adyacente a la
anterior zona de gemacion. Este patron de gemacién se denomina axial. En las levaduras de
gemacion diploides las yemas se producen alternando los polos de la célula, siguiendo un
patrén de gemacién denominado bipolar (Pruyne and Bretscher, 2000).

En el patron de gemacion axial, las septinas de la célula actian como una sefal
intracelular transitoria que marca el nuevo sitio de gemacidn. Las proteinas Axl1, Ax|2, Bud3 y
Bud4 se localizan con las septinas y actlan como proteinas marcadoras de polaridad,
indicando el sitio en el que se va a establecer el crecimiento polarizado de la nueva yema.
Posteriormente, el sitio de gemacidn es reconocido por la GTPasa de la familia Ras, Rsr1/Bud1,
regulada por su proteina GEF, Bud5, y su proteina GAP, Bud2 (Bender and Pringle, 1989; Chant
et al., 1995; Drubin and Nelson, 1996). La localizacidn de Bud5 en el anillo de septinas depende
de las proteinas AxI2, Bud3 y Bud4 y de las propias septinas (Kang et al., 2001; Marston et al.,
2001). De este modo, se establece un nexo entre las proteinas marcadoras de polaridad y las
GTPasas que participan en el establecimiento de la polaridad celular (Wu et al., 2013).
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El médulo de activacién de Cdc42 se origina a partir de la GTPasa Rsrl. Rsrl en su
forma activa interacciona con Cdc24, la proteina GEF de Cdc42. En el proceso de activacion de
Cdc42 también participa Bem1, una proteina adaptadora que se localiza con Cdc24 y Cdc42 en
los puntos de crecimiento. Bem1 se une tanto a Rsrl como a Cdc24 y contribuye asi a la
formacién del complejo proteico (Adams et al., 1990; Bender and Pringle, 1989; Drubin and
Nelson, 1996; Pruyne and Bretscher, 2000; Zheng et al., 1995). Recientemente se ha propuesto
que la proteina marcadora de polaridad Bud3 también actia como un factor regulador GEF de
Cdc42. Bud3, junto con Rsrl, permitiria la activacidn inicial de la GTPasa Cdc42 en la fase G1
temprana del ciclo celular. Puesto que el Unico GEF, Cdc24, es esencial para la viabilidad, la
activacion realizada por Bud3 no seria suficiente para promover el crecimiento de la yema,
siendo necesaria la posterior activacién de Cdc42 por Cdc24 (Kang et al., 2014). En un trabajo
reciente se ha demostrado que la proteina GAP de Cdc42 denominada Rgal, que afecta al
patréon de gemacién axial (Tong et al., 2007), presenta una localizacion fluctuante durante la
citocinesis y en G1. Rgal se localiza en el cuello de gemacién y en una zona adyacente de la
célula madre durante citocinesis y esta segunda localizacién es importante para prevenir la re-
gemacion en el mismo sitio de division (Lee et al., 2015). En las células hijas, la localizacién de
Rgal en el cuello de gemacion es transitoria y esta localizacidn hace que los niveles de Cdc42-
GTP fluctuen en torno al anillo de septinas, hasta que finalmente se estabilizan hacia la mitad
de G1 (Lee et al., 2015). Un modelo matemadtico propuesto en este trabajo sugiere que el eje
correcto de polarizacion de Cdc42-GTP se establece a través de un mecanismo bifasico que
implica secuencialmente un “feedback” positivo y un “feedback” negativo transitorio.

Incluso en ausencia de un modulo funcional basado en la GTPasa Rsrl, la GTPasa
Cdc42 es capaz de romper la simetria celular y producir una polarizaciéon espontanea del
crecimiento, de manera dependiente de Bem1 (lrazoqui et al., 2003). La proteina adaptadora
Bem1 parece ser capaz de formar un complejo proteico con la proteina GEF Cdc24, la GTPasa
Cdc42 y la quinasa Cla4d. Este complejo permite una acumulacién puntual de Cdc42 activa en
un sitio aleatorio suficiente para romper la simetria y promover crecimiento polarizado
(Kozubowski et al., 2008). Las células carentes de Rsrl y de Bem1 son incapaces de formar
yemas, se hacen multinucleadas e inviables (Woods et al., 2015).

La GTPasa Cdc42, activada localmente, coordina el crecimiento polarizado mediante la
sefializacion a sus proteinas efectoras: las quinasas PAK (p21-Activated Kinases) Cla4 y Ste20, la
formina Bnil, las proteinas Gicl y Gic2 y las subunidades del exocisto Sec3 y Exo70. Estas
proteinas estdn relacionadas con el citoesqueleto de actina, con la exocitosis y con la
organizacién del anillo de septinas en el cuello de gemacion. De este modo, Cdc42 controla la
formacién de cables de actina orientados que dirigen el transporte de vesiculas y organulos
hacia el sitio de crecimiento, el ensamblaje del anillo de septinas que define el cuello de
gemacioén y la fusién de las vesiculas de exocitosis en el sitio de gemacion (Drubin and Nelson,
1996; Park and Bi, 2007).

Las proteinas Ste20 y Cla4 son serina/treonina quinasas de la familia PAK que sefializan
al citoesqueleto de actina. Cdc42 interacciona con el dominio CRIB (Cdc42/Rac Interacting
Binding) de Ste20, liberando la interaccidon intramolecular responsable de su estado
autoinhibido (Lamson et al., 2002). Cdc42 ademas regula la localizacién de Ste20 en los puntos
de crecimiento (Leberer et al., 1997; Peter et al., 1996). En el caso de la proteina Cla4, su
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actividad quinasa esta regulada por el ciclo celular y por su unién a Cdc42 (Benton et al., 1997).
Ste20 y Cla4 fosforilan y activan a las miosinas de clase I, Myo3 y Myo5, del citoesqueleto (Wu
et al., 1996; Wu et al., 1997). Estas miosinas, junto con la proteina WASP Beel/Lasl7 y la
proteina Vrpl, participan en la activacidon del complejo Arp2/3 que nuclea los filamentos de los
parches de actina involucrados en el proceso de endocitosis (Lechler et al., 2001; Mishra et al.,
2014). La quinasa Cla4 participa ademas en la organizacién del anillo de septinas en el cuello
de gemacion (Cvrckova et al., 1995; Versele and Thorner, 2004).

En S. cerevisiae hay dos forminas, Bnil y Bnrl, que nuclean los filamentos de los cables
de actina. Bnil nuclea los cables desde el polo de la yema y Bnrl ensambla los cables de actina
hacia el cuello de gemaciéon (Moseley and Goode, 2006). En la levadura de gemacion las
GTPasas Rhol, Rho3 y Rho4 también son activadoras de las forminas. Cdc42 parece tener un
papel principal polarizando los cables de actina como activador de las forminas durante el
crecimiento apical de la yema en G1 (Dong et al., 2003; Howell and Lew, 2012).

La formina Bnil forma parte del complejo proteico denominado polarisoma, formado
por las proteinas Sphl, Spa2, Pea2 y Bud6. El polarisoma parece actuar como un adaptador
entre la sefializacién de las GTPasas Rho y el ensamblaje de los filamentos de actina,
contribuyendo a la organizacién apical del citoesqueleto de actina (Pruyne and Bretscher,
2000). Bnil a su vez es necesaria para el reclutamiento al sitio de polarizacidon de la proteina
WASP Beel, activadora del complejo Arp2/3. De modo que, Cdc42 regula la activacion del
complejo Arp2/3 tanto a través de las quinasas PAKs como mediante la formina Bnil (Lechler
et al., 2001).

Las proteinas efectoras de Cdc42 Gicl y Gic2 también poseen un dominio CRIB (Brown
et al., 1997). Gic y Gic2 se localizan en el sitio de gemacion, en el polo de la yema, y participan
en el reclutamiento de las septinas hacia el cuello de gemacién de la célula madre (Brown et
al.,, 1997; Chen et al., 1997; Iwase et al., 2006). Gic2 funciona también como adaptador
favoreciendo la interaccién de Cdc42 con Bnil y la activaciéon de esta formina (Chen et al.,
2012).

Cdc42 participa en la regulacién de la exocitosis polarizada, de manera independiente
a su funcién en la organizacion de los cables de actina, regulando directamente algunos
componentes del exocisto como Sec3 y Exo70 (Wu et al., 2010; Zhang et al., 2001; Zhang et al.,
2008).

Las proteinas GAPs de Cdc42 en S. cerevisiae son Rgal, Rga2, Bem2 y Bem3. Bem2 es
también GAP de Rhol y parece contribuir a la activaciéon localizada de Cdc42 en un Unico sitio
(Knaus et al., 2007). Como ya mencionamos, Rgal establece una zona de exclusion en el sitio
de division que bloquea el crecimiento subsecuente de una yema en ese sitio (Tong et al.,
2007). Bem3 participa en la regulacién del trafico de membranas y es necesaria para dirigir
efectivamente las vesiculas secretoras a las zonas de crecimiento polarizado (Mukherjee et al.,
2013). Rga2, Bem2 y Bem3 son fosforiladas durante la emergencia de la yema en G1 por la CDK
Cdk1 y esta fosforilacién reduce su actividad GAP (Knaus et al., 2007; Sopko et al., 2007).

S. cerevisiae tiene una proteina reguladora GDI de Cdc42, Rdil, que se localiza en el
citoplasma, en el polo de las yemas pequefias y en el cuello de gemacién de la célula madre
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(Park and Bi, 2007). Rdil puede extraer a Cdc42 de las membranas internas y de la membrana
plasmatica, lo que constituye una via de reciclaje rapida de la GTPasa que contribuye a
modular su distribucién en el sitio de gemacion. Otro mecanismo de reciclaje de Cdc42 estd
ligado al trafico de vesiculas que se deriva de la funcién de esta GTPasa y permite una via de
reciclado mas lenta (Slaughter et al., 2009). A su vez, las vesiculas de secrecidn transportadas
por los cables de actina polarizados por Cdc42 podrian contribuir al enriquecimiento de la
GTPasa en las zonas de crecimiento (Wedlich-Soldner et al., 2003).

En respuesta a las feromonas, las células detienen su ciclo celular en la fase G1. Se
produce la formacién de una proyeccién llamada “shmoo” y tiene lugar el proceso de
conjugacién (Casamayor and Snyder, 2002). El crecimiento polarizado que tiene lugar en los
procesos de gemacion y de conjugacion, se establece mediante la activacion localizada en la
membrana plasmatica de la GTPasa esencial Cdc42 y las funciones de sus proteinas efectoras.
En el proceso de conjugacidn, la asimetria celular se establece en respuesta a las feromonas y
el sitio de polarizacion es reconocido por receptores de feromonas, asociados a proteinas G
heterotrimericas (GPCRs, G-protein-coupled receptors). Posteriormente la proteina
adaptadora Bem1, Cdc24, Cdc42 y su proteina efectora Ste20 participan en la sefializacién que
produce el crecimiento de la proyeccidn celular (Drubin and Nelson, 1996; Park and Bi, 2007).
Promueven la activacion de la via MAPK de conjugacion y la transcripcidn de una amplia
variedad de genes necesarios para llevar a cabo el proceso de conjugacion y la meiosis (Pérez
and Rincdén, 2010). Cla4 también podria tener una funcién en conjugacién como regulador
negativo de la cascada de MAPKs de conjugacion (Heinrich et al., 2007).

5.2 Cdc42 en S. pombe

Al igual que en la levadura de gemacidn, en la levadura de fisién Cdc42 es una GTPasa
esencial que participa en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular (Miller
and Johnson, 1994; Pérez and Rincén, 2010). La secrecidn polarizada mediada por los cables de
actina, junto con la unidn de las vesiculas con la membrana plasmatica mediada por el
exocisto, constituyen dos procesos complementarios y necesarios para la morfologia celular.
La GTPasa Cdc42 participa en la regulacion de ambos procesos (Bendezu and Martin, 2011).

En S. pombe, la GTPasa Cdc42 se localiza en las membranas internas y en la membrana
plasmatica, estando mds concentrada en los polos y en el septo (Bendezu et al., 2015; Estravis
et al., 2011; Merla and Johnson, 2000). El control espacial de la activacién de la GTPasa Cdc42
determina la morfologia celular de la levadura de fisién (Kelly and Nurse, 2011) (Figura 19). Ese
control espacial viene dado por las proteinas reguladoras GEFs y GAP de Cdc42. En S. pombe
las dos proteinas reguladoras GEFs de la GTPasa Cdc42 son Scdl y Gefl (Coll et al., 2003;
Chang et al., 1994; Hirota et al., 2003). Hasta la realizacién de esta tesis sélo se habia descrito
una proteina con actividad GAP sobre Cdc42, la proteina Rgad (Tatebe et al., 2008). Scdl y
Gef1 se localizan en las zonas de crecimiento, los polos y el septo, donde la GTPasa Cdc42 esta
activa. La delecion conjunta de Gefl y Scd1 es letal, lo que indica que estas proteinas regulan a
la GTPasa Cdc42 en funciones esenciales (Coll et al., 2003; Hirota et al., 2003). La proteina
Rga4 se localiza en los laterales de la célula, zonas sin crecimiento celular, donde la GTPasa
Cdc42 estd inactiva (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008).
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Figura 19. El control espacial de la activacion de Cdc42 determina la
morfologia celular de S. pombe. La GTPasa Cdc42 se localiza en las
membranas internas y en la membrana plasmatica (linea amarilla). Las
proteinas GEFs, Gefl y Scd1, regulan la activacion localizada de Cdc42 en
las zonas de crecimiento (linea verde). La proteina GAP Rga4 mantiene a
la GTPasa Cdc42 inactiva en las zonas sin crecimiento (linea roja).
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En ausencia de scd1” las células muestran una morfologia esférica y son incapaces de

conjugar (Scd: Shape and Conjugation Deficiency) (Chang et al., 1994; Fukui and Yamamoto,
1988). Scd1 parece, por tanto, desempefar un papel destacado en el control de la morfologia
celular y desempefia esta funcion de manera aditiva con la proteina GAP Rga4 (Kelly and
Nurse, 2011). La funcidn de la proteina Gefl parece estar relacionada con la citocinesis y con el
proceso de NETO ya que, en su ausencia, las células presentan defectos en la formacion del
septo y en la transicion a crecimiento bipolar (Coll et al., 2003). La proteina de la familia BAR
Hob3 participa como proteina adaptadora de Gefl y Cdc42 en el proceso de citocinesis y
contribuye a la activacién localizada de Cdc42 en la zona de division (Coll et al., 2007).
Recientemente se ha propuesto que la activacion de Cdc42 por sus proteinas GEFs en la zona
de division esta regulada temporalmente, dependiendo de Gefl en los momentos iniciales de
la citocinesis y posteriormente de Scdl para la formacién del septo (Wei et al., 2016).

La proteina reguladora GAP de Cdc42, Rga4, se localiza en los laterales de la célula, en
la zona de divisidn y estd excluida de los polos celulares. La delecién de rga4” da lugar a células
mas anchas y mdas cortas que una cepa silvestre, lo cual sugiere que Rgad contribuye a
restringir la actividad de Cdc42 a los polos celulares. Ademas, en ausencia de rga4” las células
presentan defectos en el proceso de NETO. La quinasa Pom1, mencionada previamente, regula
la localizacién de Rga4. Pom1 es necesaria para la exclusién de Rga4 del polo que no estd en
crecimiento (Das et al., 2007; Kelly and Nurse, 2011; Tatebe et al., 2008).

El mddulo general de activacidon de Cdc42 en la zona de crecimiento polarizado estd
conservado entre S. cerevisiae y S. pombe. La levadura de fisidn contiene una proteina
ortdloga de la GTPasa Rsrl, llamada Rasl, que participa en la activaciéon de Cdc42 tanto en el
proceso de conjugacién como en el crecimiento polarizado (Papadaki et al., 2002). La proteina
Rasl muestra una compartimentalizacion celular diferente segun el proceso que controla. La
fraccion de la proteina Rasl que se localiza en la membrana plasmatica regula la seializacidn a
la ruta de MAPK que controla la conjugacién, mientras que la fraccion de Rasl que se localiza
en endomembranas controla la morfologia celular mediante la sefializacion a Cdc42 (Chang
and Philips, 2006; Onken et al., 2006). En la via de sefializacion de Rasl que controla la
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morfologia celular participa Scd1, junto con su proteina adaptadora Scd2, homdlogas
respectivamente a Cdc24 y a Bem1 de S. cerevisiae. Scd2 favorece la interaccion de Scdl con
Rasl y Cdc42 (Chang et al., 1994). Scdl y Scd2 son mutuamente dependientes para su
localizacién correcta en las zonas de crecimiento (Kelly and Nurse, 2011).

La proteina reguladora Gefl se encuentra en una via de sefializacion distinta a la
descrita para Scdl. La localizacién polarizada de Gefl depende de la actividad de la quinasa
Orb6 (Das et al., 2009). Esta quinasa es un miembro de la familia de quinasas NDR, cuyo gen se
identificd en una busqueda de mutantes termosensibles con defectos en la morfologia celular.
Los mutantes termosensibles orb carecen de polarizacién y adquieren una morfologia esférica
(Verde et al., 1995). Orb6 regula la localizacion de Gefl en los polos y de ese modo, la
localizacién de la GTPasa Cdc42 activa (Das et al., 2009). La quinasa Orb6 fosforila a Gefl,
promoviendo su unién a la proteina Rad24. Rad24 pertenece a la familia de proteinas 14-3-3,
implicadas en retirar proteinas de la membrana plasmatica. La proteina Rad24 regularia asi la
disponibilidad de Gefl en la membrana, controlando la activacién de la GTPasa Cdc42 (Das et
al., 2015). El complejo formado por la proteina marcadora de polaridad Tea4, subunidad
reguladora de la fosfatasa PP1, y Dis2, subunidad catalitica de PP1, es capaz de promover la
activacion localizada de Cdc42 reclutando a Gefl y la inhibicion de la GTPasa en las zonas
adyacentes, excluyendo a la proteina GAP Rga4 de la zona de crecimiento (Kokkoris et al.,
2014). Tea4-Dis2 y Orb6 podrian ser reguladores opuestos, positivo y negativo, de la activacion
de Cdc42 mediada por Gefl. Ademads, el complejo de la fosfatasa PP2A con la subunidad
reguladora Pta2 actua de forma negativa sobre la actividad de Cdc42 y podria regular, de
forma directa o indirecta, la sintesis o el recambio de esta GTPasa (Bernal et al., 2012).

Cdc42 interacciona con Rdil, el Unico GDI de S. pombe, que también se une a Rho4 y
Rhol (Nakano et al., 2003). La extraccion de Cdc42 de las membranas mediada por el GDI,
junto con el trafico de vesiculas ligado al citoesqueleto de actina, se asocian a un reciclaje
dindmico de Cdc42 que contribuye a su activacion localizada, en S. cerevisiae (Slaughter et al.,
2009). Sin embargo, en S. pombe la GTPasa Cdc42 puede polarizarse de manera independiente
a estos procesos, proponiéndose que Cdc42 difunde lateralmente en la membrana plasmatica
y se acumula localmente como consecuencia de la menor movilidad que presenta la GTPasa en
su forma activa (Bendezu et al., 2015). La acumulacion local de la GTPasa activa, menos movil,
permitiria la polarizacién del crecimiento, tanto en respuesta a sefiales extra o intracelulares
como de forma espontanea, mediante “feedbacks” positivos y negativos (Bendezu et al,
2015).

Una vez activa, la GTPasa Cdc42 de S. pombe controla la polaridad celular mediante la
sefializacion a sus proteinas efectoras: la formina For3 y las quinasas de la familia PAK,
Shk1/Pakl y Shk2/Pak2 (Martin et al., 2007; Ottilie et al., 1995; Yang et al., 1998). Ademas,
Cdc42 regula la localizacidon del exocisto y el trafico de vesiculas celulares (Bendezu and
Martin, 2011; Estravis et al., 2011) (Figura 20).

La GTPasa Cdc42 controla el crecimiento polarizado a través de su proteina efectora
For3, responsable de la formacion de los cables de actina en interfase (Feierbach and Chang,
2001). For3, como otras forminas, posee un mecanismo de autoinhibicion que implica la
interaccion entre sus dominios DAD y DID. La GTPasa Cdc42 y, en menor medida, la proteina
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Bud6 contribuyen a liberar la autoinhibiciéon de For3 y son necesarias tanto para su activacion
como para su localizacién (Martin et al., 2007). Pob1 es una proteina adaptadora de Cdc42 que
facilita la liberacién de la autoinhibicién de For3 mediada por Cdc42, para asi estimular su
localizacion y la formacién de cables de actina (Rincon et al., 2009).

@ ‘ Figura 20. Proteinas efectoras y reguladoras de la GTPasa
@‘ Cdc42 en S. pombe. Las proteinas GEFs, Gefl y Scdl, regulan
la activacion de Cdc42. La GTPasa Cdc42 en su estado activo
controla la polaridad celular mediante la sefializaciéon a sus
proteinas efectoras: la formina For3 y las quinasas de la
familia PAK, Shk1/Pakl y Shk2/Pak2. Ademas Cdc42 regula la
localizacion del exocisto y el trafico celular de vesiculas. La
proteina GAP Rga4 regula la inactivacion de la GTPasa Cdc42.

Los cables de actina son importantes para el crecimiento polarizado ya que
promueven, junto con la miosina de clase V, Myo52, el movimiento de las vesiculas secretoras
con el nuevo material sintetizado hacia las zonas de crecimiento activo (Motegi et al., 2001,
Win et al., 2001). En ausencia de for3” las células muestran una morfologia alterada y
presentan un defecto en NETO, sin embargo, mantienen un crecimiento polarizado (Feierbach
and Chang, 2001), sugiriendo que otros mecanismos adicionales regulan el crecimiento
polarizado. Cdc42 también esta implicada en el trafico de vesiculas y regula, junto con el
fosfolipido fosfatidil inositil 4,5-bisfosfato (PIP,) presente en la membrana plasmatica, la
localizacién del exocisto (BendezU and Martin, 2011; Estravis et al., 2011). Pobl también
participa, como proteina adaptadora de Cdc42, en la regulacién del trafico de vesiculas y la
localizacion polarizada del exocisto (Estravis et al., 2011; Nakano et al., 2011). La GTPasa Rho3
presenta interaccién genética con Pob1l y desempeiia una funcién parcialmente redundante a
la de Cdc42 pero la relacion molecular entre ambas GTPasas no se conoce (Estravis et al.,
2011; Nakano et al., 2011).

Otras proteinas efectoras de Cdc42 en S. pombe son las quinasas PAK, Shk1/Pakl y
Shk2/Pak2. Shkl es una quinasa esencial de la familia PAK, homdloga a las proteinas Ste20 y
Cla4 de S. cerevisiae (Marcus et al., 1995; Ottilie et al., 1995). El gen que codifica Shk1/Pak1 se
identifico también como orb2 en la busqueda de mutantes termosensibles con defectos en la
morfologia celular en que se identific6 orb6. Las células que llevan el alelo mutante
termosensible orb2-34 de la quinasa Skh1/Pakl son redondas y presentan un patrén de
crecimiento monopolar (Verde et al., 1995). Shkl se localiza en los polos y en la zona de
division y participa en el crecimiento celular polarizado y en el control de la citocinesis (Kim et
al., 2003; Loo and Balasubramanian, 2008; Marcus et al., 1995; Ottilie et al., 1995). La proteina
adaptadora Scd2, ademas de facilitar la unién de Scdl y Cdc42, facilita la interaccidén de la
GTPasa activa con la quinasa Shkl (Chang et al., 1999; Endo et al., 2003). Las proteinas diana
de Shk1 descritas hasta la fecha son: Teal, Rga8, Myo1l y Rlc1. Teal es fosforilada por Shkl in
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vitro, lo que sugiere que esta proteina marcadora de polaridad podria ser un sustrato de la
quinasa (Kim et al., 2003). Shk1 fosforila también a la proteina Rga8, la cual posee actividad
GAP in vivo frente a Rhol (Yang et al., 2003). También se han descrito como proteinas
fosforiladas por Shkl la miosina de tipo I, Myo1l, asociada a los parches de actina relacionados
con el proceso de endocitosis (Attanapola et al., 2009) y Ric1, la cadena ligera de la miosina de
tipo Il, Myo2, que forma parte del anillo contractil de actomiosina (Loo and Balasubramanian,
2008). Shkl regula ademds la activacidon de la ruta de MAPK que sefializa el proceso de
conjugacion celular (Tu et al., 1997).

En un ensayo de doble hibrido se identificaron varias proteinas que interaccionaban
con Shk1 (Gilbreth et al., 1996). Entre ellas se describieron dos reguladoras positivas de Shki:
la arginina metil transferasa Skb1, inhibidora de la mitosis (Deng and Moseley, 2013; Gilbreth
et al., 1998) y Skb5 que contiene un dominio SH3 (Yang et al., 1999) y una reguladora negativa,
Skb15 (Kim et al., 2001).

La otra proteina PAK, Shk2/Pak2, no es esencial y sus funciones son parcialmente
redundantes con las de Shk1 (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998). Se ha relacionado a Pak2 con
la ruta de integridad celular ya que interacciona con la MAPKKK Mkhl de esta via de
sefializacion, formada por el mdédulo Mkh1-Pekl-Pmk1l (Merla and Johnson, 2001). Sin
embargo, en estudios posteriores se observé que la activacion de Pmkl en respuesta a
diferentes tipos de estrés es independiente de Pak2 (Madrid et al., 2006).

En S. pombe, los niveles de la GTPasa Cdc42 activa tienen un comportamiento
oscilatorio que, ademas, es opuesto entre los polos de la célula. En las células bipolares, se
observa una alternancia en los niveles de Cdc42 activa entre un polo y otro a lo largo del
tiempo. El comportamiento oscilatorio se atribuye a la existencia de una regulacién
retroalimentada por “feedbacks” positivos y negativos. Se ha propuesto que la proteina
activadora Gefl podria formar parte del “feedback” positivo, mientras que la quinasa efectora
Shk1/Pakl podria formar parte del “feedback” negativo. EI comportamiento oscilatorio
anticorrelativo entre ambos polos se cree que es debido a la competicidn por la GTPasa activa
y a la disponibilidad de las proteinas reguladoras de Cdc42. Se ha propuesto ademas que las
oscilaciones en los niveles de Cdc42 activa entre el polo viejo, dominante en las células
monopolares y el polo nuevo, que compite por empezar a crecer, podrian participar en el
proceso de transicidn a crecimiento bipolar o NETO (Bendezu and Martin, 2012; Das et al.,
2012; Das and Verde, 2013).
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Objetivos

Objetivos

La linea de investigacion del laboratorio, en la que se incluye este trabajo, trata de
comprender la funcion de Cdc42 y de sus proteinas reguladoras GAPs en el control del
crecimiento celular polarizado de la levadura de fisién Schizosaccharomyces pombe.

En concreto, nuestro propdsito es estudiar el papel que desempefia la proteina GAP
Rgab, junto con la proteina GAP Rga4d ya descrita, en el control de la morfologia celular de S.
pombe y su relacidn con la GTPasa Cdc42. Con estas premisas, los objetivos especificos que se
abordaran a lo largo de este trabajo son los siguientes:

1. Caracterizacién de la proteina Rga6 y de su actividad GAP sobre Cdc42.
2. Estudio de la localizacién y estructura de Rga6.

3. Funcidn de la proteina Rga6 en la regulacién del crecimiento polarizado y su relacion
con Cdc42.
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Apartado I: Caracterizacion de la proteina Rgab y de su
actividad GAP sobre Cdc42

1 Analisis in silico de la proteina Rga6

En el genoma de Schizosaccharomyces pombe se pueden distinguir diez fases de
lectura abierta (ORFs) que codifican putativas proteinas GAPs para las GTPasas de la familia
Rho, debido a la presencia en todas ellas de un dominio RhoGAP que se encuentra altamente
conservado. Estas proteinas se han denominado Rgas (de Rho GAPs).

Dentro de la linea de investigacion general del laboratorio, que consiste en estudiar el
papel de las GTPasas Rho en el crecimiento polarizado, en este trabajo se decidié abordar el
estudio de la proteina Rga6 que no habia sido caracterizada. Esta proteina estd codificada en la
ORF SPBC354.13 correspondiente al gen rga6’, situado en el cromosoma Il de S. pombe. La
proteina Rgab tiene 733 aa y posee una masa molecular de 80.78 kDa.

El analisis de la secuencia proteica de Rga6, utilizando la base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/), identifica sélo la presencia de un dominio GAP, comprendido entre

los aminoacidos 329 y 547. Un analisis mas detallado revela ademas la presencia de una region
rica en serinas, comprendida entre los aminodacidos 187 y 253, asi como la existencia de una
regidon polibasica en el extremo C-terminal de la proteina, situada entre los aminoacidos 700 y
733 (Figura 21).

El dominio RhoGAP se encuentra en una amplia variedad de proteinas con multiples
funciones. Este dominio esta formado por 9 hélices a, de las cuales, 4 forman un nicleo central
bien definido. En estas hélices centrales se sitian muchos de los aminoacidos conservados en
las proteinas RhoGAP, entre los cuales cabe destacar la Arg 85, implicada en la unidén a las
proteinas G y en el potenciamiento de su actividad GTPasica (Barrett et al., 1997).

La proteina Rga6 presenta homologia de secuencia con dos proteinas GAPs de S.
cerevisiae, Sac7 y Bem3 (Figura 21). La proteina Sac7 (SAC: Suppressor of Actin) se descubrid
en una busqueda de supresores de la cepa termosensible act1-4 que tiene una mutacién en la
actina (Glu258Val) (Dunn and Shortle, 1990). Sac7 actia como GAP de la GTPasa Rhol que
participa en la regulacion del citoesqueleto de actina (Schmidt et al., 1997; Schmidt et al.,
2002). Rgab y Sac7 presentan una identidad del 34%.

Bem3 es una proteina GAP de la GTPasa Cdc42 que participa en la regulacién de la
organizacién del citoesqueleto y en el mantenimiento de la polaridad celular (Zheng et al.,
1994). Bem3 es sustrato de Cdk1, la quinasa CDK que regula el ciclo celular (Ubersax et al.,
2003). Se ha propuesto que la fosforilacién de Bem3 por Cdk1 podria inhibir su actividad GAP,
contribuyendo a la activacién controlada de Cdc42 en el sitio de gemacién (Knaus et al., 2007).
Las proteinas Rga6 y Bem3 muestran una identidad del 30%. Bem3 ademads del dominio
RhoGAP, tiene en su estructura primaria un dominio PH (Pleckstrin Homology Domain),
implicado en la interaccion con fosfolipidos de membrana o con residuos de serina y treonina
fosforilados (Gibson et al., 1994).
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Figura 21. Esquema de las proteinas GAPs Rga6 de S. pombe y Sac7 y Bem3 de S. cerevisiae. La regién rica en
serinas se representa de color amarillo, el dominio RhoGAP de color lila y el dominio PH de color verde. La region
polibasica de Rga6 (PBR) se representa de color rosa. Los nimeros situados a la derecha indican los aminodcidos de
cada proteina. Los nimeros que se encuentran debajo de los esquemas indican la posicion de los aminodcidos que
limitan cada dominio dentro de las proteinas.

2 La proteina Rga6 participa en el control de las
dimensiones celulares de S. pombe

La delecién del gen rga6” da lugar a células viables, capaces de crecer a distintas
temperaturas, por lo que no es un gen esencial (Nakano et al., 2001). Sin embargo, mediante
microscopia se observd que las células de la cepa rga6A presentan defectos morfoldgicos: en
el momento de la division son ligeramente mas cortas (13.3 um + 0.8 versus 13.9 um + 0.9
(n=80)) y mds anchas (4.0 um + 0.3 versus 3.8 um % 0.3 (n=80)) que las células silvestres (Figura
22 A). Estos datos indican que la proteina Rga6 podria participar controlando las dimensiones
celulares de S. pombe.

El fenotipo observado en la delecidn de rga6” es similar al descrito para la delecién de
rga4’. Rga4 es una proteina GAP de la GTPasa Cdc42 que se localiza en las zonas laterales de la
célula, que no crecen, y que esta implicada en el control de las dimensiones celulares de S.
pombe (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008) (rga4A = 12.9 um + 0.8, 4.3 um % 0.4 (n=80))
(Figura 22 A). En base a esta observacidn, se analizé el efecto sobre la morfologia celular de la
delecion conjunta de ambas proteinas GAPs. Se observd que el mutante doble rga44 rga6A
presentaba un fenotipo aditivo. Aunque las células de la cepa rga4A rga6A siguen polarizadas,
son mas cortas y anchas que las de las cepas parentales y muestran una morfologia
redondeada (rga4A rga6A =10.9 um * 0.7,4.9 um * 0.6 (n=80)) (Figura 22 A).

Para ver con mayor claridad los fenotipos de delecién de rga6’y de rga4®, asi como el
papel aditivo de ambas proteinas controlando la morfologia celular, se utiliz6 como fondo
genético la cepa mutante cdc25-22 que, a la temperatura restrictiva de 36°C, se detiene en la
fase G2 del ciclo celular y continta creciendo sin dividirse (Mitchison and Creanor, 1971). Se
pudo observar que las células cdc25-22 rga6A y cdc25-22 rga4A muestran fenotipos similares.
En ambos casos son mas cortas y mas anchas que las células cdc25-22. Sin embargo, el defecto
morfolédgico es mds atenuado en el caso de la delecidn de rga6’. Rga6 y Rga4 parecen regular
conjuntamente las dimensiones celulares ya que, en ausencia de ambas, las células presentan
un fenotipo aditivo aunque permanecen polarizadas, como se puso de manifiesto en el fondo
genético de la cepa cdc25-22 (Figura 22 By C).
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La sobreexpresion de rga6’ también altera la morfologia celular. Se utilizé el vector de
expresion de S. pombe pREP1 para expresar rga6” bajo el promotor Pnmt1, reprimible por
tiamina. La sobreproduccion de Rga6 durante 22 horas da lugar a células monopolares que se
alargan y se estrechan por el polo de crecimiento, marcado con calcoflior (Figura 22 D). Este
compuesto fluorescente se une principalmente al (1-3)-B-glucano lineal de la pared de S.
pombe vy tifie con mayor intensidad las zonas de crecimiento activo de la célula (Cortés et al.,
2007). El fenotipo observado tras las sobreexpresiéon de rga6’ es similar al descrito para la
sobreexpresion de rga4” (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008) (Figura 22 D) y de nuevo sugiere
que Rgab participa en el control de las dimensiones celulares de S. pombe.

rga6A rga4A rga6A
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D) pPREP1-rga6* pREP3x -rga4*

4

Calcofluor

Figura 22. Rgab participa, junto con Rga4, en el control de las dimensiones celulares de S. pombe. A) Micrografias
de contraste diferencial (DIC) que muestran la morfologia de células silvestres (wt), rga6A, rga4A y rga4A rga6A. Las
cepas se cultivaron en medio rico a la temperatura de 28°C y se muestran células creciendo en fase logaritmica
temprana. B) Micrografias de contraste diferencial (DIC) de células cdc25-22, cdc25-22 rga64, cdc25-22 rgadd y
cdc25-22 rgad4A rga6A incubadas a 36°C durante 4 horas para bloquearlas en fase G2 del ciclo celular. C) Medidas de
la longitud y el diametro de las cepas del apartado anterior. Las medidas fueron realizadas con el programa Image J
y se consideraron solo células en proceso de divisidon. Se analizaron un total de 50 células de cada cepa. El circulo
central representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e inferior de los rectangulos azules
corresponden al valor de la media * la desviacidn estandar y los extremos de las lineas son los valores maximos y
minimos. Se realizé una prueba t de Student para calcular la significacidn estadistica de los valores obtenidos en las
cepas cdc25-22 rga6bl, cdc25-22 rgadA y cdc25-22 rgadA rgabl, respecto a los obtenidos en la cepa cdc25-22: * si p
< 0.05, ** si p £0.01, ¥** si p < 0.001, **** si p < 0.0001. D) Micrografias de fluorescencia de células tefiidas con
calcofltior transformadas con los plasmidos: pREP1, pREP1-rga6’ y pREP3X-rga4’. Las células se cultivaron durante
22 horas en ausencia de tiamina a una temperatura de 28°C. Barra: 5um.

Para poder estudiar con mas detalle el fenotipo de sobreexpresién de rga6’, se llevé a
cabo la integraciéon de Pnmtl-rga6” en el locus leul’ de una cepa h* leul-32 ura4-D18 ade-
rgabA. Se utilizo el vector integrativo de S. pombe pJK-148, tal como se describe en el apartado
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5.8.1 de Materiales y Métodos. Del mismo modo, se realizéd también la sobreexpresion de
Pnmtl-rga4’ integrada en el genoma de una cepa h* leul-32 ura4-D18 rgadA. la
sobreexpresion de rga6’, mediante el cultivo de las células en ausencia de tiamina durante 30
horas, produjo células monopolares que se ensanchan por el polo que no crece; ademds, en un
10% de la poblacién (n=158) se observaron nuevas zonas de crecimiento detectadas como
ramificaciones préximas al septo de divisién. Sin embargo, tras la sobreexpresién de rga4*
durante 30 horas no se observaron nuevas zonas de crecimiento (Figura 23).

Figura 23. La sobreexpresion de rga6’ a tiempos largos produce células deformes con algunas ramificaciones.
Micrografias de contraste diferencial (DIC) que muestran la morfologia de células rga6A que sobreexpresan rga6’
(OE. rga6’, panel izquierdo) y de células rga4A que sobreexpresan rga4’ (OE. rga4’, panel derecho). En ambos casos
se utilizd el vector pJK-148 para integrar las sobreexpresiones en el locus leul®. Se muestran células cultivadas
durante 30 horas en ausencia de tiamina a una temperatura de 28°C. Barra: 5um.

En conjunto estos datos indican que Rga6 tiene un papel en la regulacion de las
dimensiones de la célula, tanto en la longitud como en el didmetro celular.

3 Rgady Rgab tienen papeles aditivos en el control de la
morfologia celular

El efecto aditivo que desempefian Rga6 y Rgad en la morfogénesis celular, observado
en la cepa rgad4A rga6A, sugiere que Rga6 podria ser también una proteina reguladora de la
GTPasa Cdc42. Para explorar esta hipdtesis, en primer lugar se observd la localizacidon de GTP-
Cdc42 en la estirpe rgad4A rga6A. Se utilizd como fondo genético una cepa que expresa la
construccién CRIB-3GFP, que contiene el dominio CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding) de la
proteina Gic2 de S. cerevisiae fusionado a tres copias de la proteina verde fluorescente (3GFP)
(Tatebe et al., 2008). Este dominio lleva ademas un motivo PH, por esa razén se une
especificamente a la GTPasa Cdc42 activa en la membrana plasmatica y permite observar su
localizacién in vivo.

La sefial de Cdc42-GTP, normalmente observada en los polos y en el septo, estd sdélo
ligeramente mas extendida en los polos de las cepas carentes de rga6’ y rga4’. Este resultado
ya se habia descrito en el caso de las células rga4A (Kelly and Nurse, 2011). Sin embargo, en la
cepa rgadA rga6A, la extension de Cdc42 activa por la membrana plasmatica es mucho mayor
a la observada en los mutantes sencillos (Figura 24 A).
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Este resultado corrobora la idea de que Rga6 y Rgad podrian desempefiar un papel
aditivo en la regulacién de Cdc42.

La extension de Cdc42 activa por toda la membrana plasmatica también podria estar
causada por la morfologia redondeada de la estirpe rga4A rga6A. Para descartar esta idea se
analizd la localizacién de otras proteinas, relacionadas o no con Cdc42, en esta cepa. La
formina For3 es una proteina efectora de Cdc42 que se localiza en los polos y en el septo de las
células y estd implicada en el ensamblaje de los cables de actina en interfase (Feierbach and
Chang, 2001; Martin et al., 2007; Rincén et al., 2009). Al igual que sucede con Cdc42-GTP, la
fluorescencia de For3-3GFP en la membrana plasmatica estaba mucho mas extendida en la
cepa rga4A rgabA que en las cepas mutantes sencillas o en las células silvestres (Figura 24 B).

A diferencia de lo que sucede con Cdc42-GTP y con su proteina efectora For3, la
proteina Teal, independiente de Cdc42 y fundamental para marcar el sitio de crecimiento de
la célula (Mata and Nurse, 1997), permanece correctamente localizada en ausencia de ambas
GAPs, Rgab y Rga4 (Figura 24 C).

Estos resultados corroboran que Rgab es una nueva proteina reguladora de Cdc42 que,
junto con Rga4, controla la morfologia celular de S. pombe.

A) rga6A rgad4A

rga4A rgabA
D

CRIB-GFP

~—

For3-3GFP

C

—

Teal-GFP

Figura 24. Cdc42-GTP y la formina For3 se extienden en la membrana plasmatica de la cepa mutante doble rga4A
rga6A. Micrografias de fluorescencia de células wt, rga64, rgad4d y rgad4d rga6A en las que se muestra la
localizacion de: CRIB-GFP (A), For3-3GFP (B) y Teal-GFP (C). En los apartados B) y C) se muestra la proyeccion
maxima de varios planos en el eje Z. Las células se examinaron durante la fase logaritmica de crecimiento en medio
YES a 28°C. Barra: 5um.
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4 Rga6 interacciona con las GTPasas Cdc42, Rho2 y Rho3
mediante el ensayo de doble hibrido

En estudios previos del laboratorio se habian llevado a cabo ensayos de doble hibrido
con Rgab como cebo vy las distintas GTPasas de la familia Rho en su estado constitutivamente
activo. Para ello, se clond la fase de lectura abierta correspondiente a rga6” en el plasmido
pACT2 en fase con el fragmento que codifica el dominio de activacién de la transcripcién de
GAL4. Después, se transforma la cepa Y190 de S. cerevisiae con este plasmido y con cada uno
de los plasmidos pAS2 que contienen las distintas GTPasas de la familia Rho en fase con el
dominio de unién a DNA de GAL4. En la Figura 25, procedente de la Tesis Doctoral de M2
Antonia Villar Tajadura (2009), se muestra la tincién de actividad B-galactosidasa de las
colonias transformantes que permite concluir que la proteina Rga6 interacciona con las formas
constitutivamente activas de las GTPasas Cdc42, Rho2 y, muy débilmente, con Rho3 en el
ensayo de doble hibrido. No se observé interacciéon con Rhol ni tampoco con Rho4. A raiz de
estos resultados, se estudid en el laboratorio la posible actividad GAP de Rga6 sobre las
GTPasas Rho2 y Rho3 y sobre la regulacién de las funciones de Rho2 en la biosintesis de la
pared celular y en la ruta de MAPK de integridad celular (Calonge et al., 2000; Katayama et al.,
1999; Ma et al., 2006). Este trabajo fue realizado por la Dra. M2 Antonia Villar Tajadura vy, tal
como se recoge en su tesis doctoral, permitid concluir que Rga6 regula negativamente a la
GTPasa Rho2 en su funcién activadora de la biosintesis del a-glucano de la pared celular. No se
vio ningun efecto regulador sobre la GTPasa Rho3.

pACT2-

PAS2- rga6* vacio

cdc42G12VC198SALVL?
rho4G23VC199SAVIL*

rho2G17VC198SAllS*

rho1G15VC199RAILL*

vacio

Figura 25. La proteina Rga6 interacciona con Cdc42, Rho2 y Rho3 mediante el ensayo de doble hibrido. Actividad
B-galactosidasa de la cepa Y190 de S. cerevisiae transformada con los distintos plasmidos expuestos en la figura:
pAS2, PAS2-cdc42G12VC198SALVL, pAS2-rho4G23VC199SAVIL', pAS2-rho3G17VC198SAlIAT, pAS2-
rho2G17VC198SAIIS* o pAS2-rho1G15VCI99RAILL" y pACT2 o pACT2-rga6’. Figura tomada de la Tesis Doctoral de
M2 Antonia Villar Tajadura, (2009).

5 Rgab tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa
Cdca2

Posteriormente, se investigd si Rga6 podria participar en el control de las dimensiones
celulares de S. pombe mediante la regulacion de la GTPasa Cdc42. La primera aproximacion fue
estudiar si Rgab6 tiene actividad GAP in vivo sobre Cdc42. Para ello, se determind en extractos
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celulares de S. pombe la concentracién de Cdc42 activa en células carentes de rga6’ o que
sobreproducian esta proteina GAP.

La cantidad de Cdc42 activa que existe en la célula se analiza mediante su precipitacion
con bolas de glutation-sefarosa unidas a GST-CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding). La proteina
de fusién GST-CRIB contiene el dominio CRIB de la proteina Pak2, que sélo se une a Cdc42
cuando se encuentra en su forma activa, es decir, unida a GTP (Manser et al., 1998). Para
realizar estos ensayos de “pull-down” se utilizd una cepa que lleva la proteina Cdc42 marcada
en su extremo 5’ con el epitopo HA. Ello permite detectar los niveles de Cdc42 total en los
extractos celulares y de Cdc42 activa, unida a GST-CRIB, mediante SDS-PAGE y Western-blot
utilizando anticuerpos especificos frente al epitopo HA.

Como se observa en la Figura 26 A, los niveles de Cdc42 activa disminuyen ligeramente
cuando la proteina GAP estd sobreproducida y aumentan en ausencia del gen rga6’. Estos
resultados sugieren que Rgab tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Cdc42.

A continuacidn, se estudid si el papel de Rga6 en el control de las dimensiones
celulares de S. pombe esta directamente relacionado con su funcién reguladora como proteina
GAP. Para ello, se realiz6 una mutacién puntual en la secuencia de rga6” dando lugar a la
sustitucidn de la Arginina 354 conservada en los dominios RhoGAP y descrita como esencial
para la actividad GAP de la proteina (Bourne, 1997), por una Glicina. La mutacién se realizo
directamente en el vector de expresién pREP1-rga6’ que tiene clonada la fase de lectura
abierta del gen de rga6’ bajo el control del promotor nmtl, reprimible por tiamina,
obteniendo el plasmido pREP1-rga6 R354G.

Como ya se ha descrito previamente, la sobreexpresion de rga6” silvestre modifica las
dimensiones celulares dando lugar a células que se alargan y se estrechan por el Unico polo de
crecimiento (Figura 26 B y C). Ademas, en ensayos de crecimiento en gota la sobreexpresion
de rga6’ resultd ser tdxica, comprometiendo la viabilidad celular. Esta toxicidad fue
ligeramente superior a la observada en aquellas células que sobreexpresaban rga4” (Figura 26
D).

Por el contrario, las células silvestres transformadas con el plasmido de expresion
PREP1-rga6 R354G no manifestaron el fenotipo observado cuando se sobreexpresa rga6’
silvestre (Figura 26 B y C). Ademas, la toxicidad observada en los ensayos de crecimiento en
gota no se produjo cuando se sobreexpresé el alelo mutante rga6 R354G, cataliticamente
inactivo (Figura 26 D).

Estos resultados indican que la actividad GAP de Rga6 es necesaria para el control de la
morfologia celular y que, ademas, estad relacionada con la toxicidad observada cuando se
sobreexpresa rga6’ silvestre.
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Figura 26. Rgab6 tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Cdc42. A) Niveles de HA-Cdc4?2 total y activa (GTP-HA-
Cdc42) en extractos de una cepa silvestre (wt), de una cepa silvestre transformada con el plasmido pREP1-rga6”,
(OE. rga6") y de una cepa rga6A. Todas las cepas producen Cdc42 marcada en su extremo 5’ con el epitopo HA. Se
cultivaron las células en medio minimo a una temperatura de 28°C durante 22 horas en ausencia de tiamina. Los
niveles de Cdc42 se determinaron mediante Western-blot usando el anticuerpo anti-HA. Ademas se hibridd la
membrana con un anticuerpo anti-actina como control de carga. Una parte de los extractos se precipitd con GST-
CRIB de la proteina Pak2 y se analizé mediante Western-blot para determinar los niveles de Cdc42 unido a GTP. En
la parte inferior se muestra la cuantificacion de la proporcion de Cdc42 activa, respecto a Cdc42 total, realizada
sobre 3 experimentos de sobreexpresién de rga6’ y 4 experimentos en ausencia de rga6’. B) Micrografias de
fluorescencia de una cepa silvestre transformada con los plasmidos pREP1, pREP1-rga6’ y pREP1-rga6 R354G. Se
cultivaron las células en medio minimo a una temperatura de 28°C durante 22 horas en ausencia de tiamina y se
tifieron con calcofltor antes de su observacién. Barra: 5um. C) Cuantificacion en micrémetros de la anchura del polo
en crecimiento en células de las cepas del apartado anterior (n=53 células de cada tipo). El circulo central
representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e inferior de los rectangulos azules se corresponden
con el valor de la media + la desviacidn estandar y los extremos de las lineas son los valores maximos y minimos.
**** p < 0.0001 t de Student. D) Ensayo de crecimiento en gota de células silvestres (wt) transformadas con los
plasmidos pREP1, pREP3x-rga4’, pREP1-rga6” o pREP1-rga6 R354G, incubadas durante 3 dias a 28°C en medio EMM
con o sin tiamina.

6 Rgab6 regula la morfologia celular independientemente de
las GTPasas Rho2 y Rho3

Puesto que Rga4 también es GAP de Rho2 (Soto et al., 2010), el efecto aditivo sobre las
dimensiones celulares observado en la cepa rgad4A rga6A podria estar relacionado con la
funcién GAP de Rga6 y de Rga4 sobre Cdc42 o sobre Rho2, ya que ambas GTPasas son
reguladas por las dos proteinas GAP. Para estudiar esta hipdtesis se construyo la cepa rga4A
rga6A rho2A. Aunque Rgab no parece actuar como GAP de la GTPasa Rho3, implicada en la
secrecion polarizada (Nakano et al., 2002; Wang et al., 2003), también se construyo la cepa
mutante rga4A rga6A rho3A. Mediante microscopia se observd que ninguno de los triples
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mutantes recupera completamente el fenotipo de la cepa silvestre, presentando un fenotipo
similar al del doble mutante rga44 rga64, mas pronunciado en la cepa rga44 rga6A rho2A y
menos en la cepa rga4A rga6A rho3A (Figura 27).

Este resultado sugiere que el papel de Rga6 sobre la morfologia celular no se ejerce
mediante su funcidn reguladora sobre Rho2 sino como GAP de Cdc42 y quizas, directa o
indirectamente, mediante la GTPasa Rho3.

rga6A

rga4A rga44 rga6A

Figura 27. Rga6 regula la morfologia celular independientemente de las GTPasas Rho2 y Rho3. Micrografias de
contraste diferencial (DIC) de las cepas silvestre (wt), rga6A, rgad4, rgadA rga64, rho24, rho3A4, rgadl rga6A rho2A
y rgadA rga6A rho3A creciendo en fase logaritmica en medio YES a 28°C. Barra: 5um.
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Apartado IllI: Estudio de la localizacion y estructura de
Rgab

7 La proteina Rga6 se localiza en la membrana
plasmatica y su concentracion disminuye en los polos de
crecimiento

A continuacién, se estudid en detalle la localizacién de Rgab6 in vivo. Los primeros
estudios de localizacidn se realizaron con una cepa que tenia marcado el gen rga6’ en su
propio locus, de manera que la proteina verde fluorescente (GFP) estaba fusionada al extremo
C-terminal de Rga6, segun el método descrito en (Bahler et al., 1998).

La proteina Rga6-GFP es funcional ya que las células que expresan esta proteina
marcada no presentan defectos morfoldgicos. Mediante microscopia de fluorescencia se
observé que Rgab se localiza en la membrana plasmatica celular, formando nodos discretos. Al
observar estas células que expresan Rga6-GFP tefiidas con calcoflior, que marca con mayor
intensidad las zonas de crecimiento de la célula, se constaté que la fluorescencia de Rga6-GFP
es menor en los polos que estan creciendo (Figura 28). Posteriormente realizamos la fusién de
GFP en el extremo N-terminal de Rga6 y su expresién en el locus leul” de una cepa rga64, bajo
el control del promotor y del terminador de rga6’ (ver apartado 5.8.2 de Materiales y
Métodos). Esta proteina GFP-Rga6 es también funcional y la sefial de fluorescencia observada
por microscopia es mejor. A lo largo del trabajo utilizaremos ambas indistintamente.

Rga6-GFP Calcofluor

Figura 28. La proteina Rgab se localiza en la
membrana plasmdtica y su concentracidn
disminuye en los polos de crecimiento.
Micrografias de fluorescencia que muestran la
localizacion de Rga6-GFP (izquierda) y la tincion de
las células con calcoflior (derecha) en una cepa
silvestre (wt) y en la cepa mutante monopolar
teald. Las flechas sefialan la menor concentracion
de Rgab-GFP que se observa en los polos de
crecimiento, tefiidos mas intensamente con
calcofluor.

Para confirmar la disminucién de los niveles de Rga6 en las zonas de crecimiento se
utilizé la cepa mutante tealA. En ausencia de esta proteina las células son monopolares (Mata
and Nurse, 1997). En ellas se aprecia que Rga6 se localiza en la membrana plasmatica,
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disminuyendo claramente sus niveles en el Unico polo de crecimiento, tefiido mas
intensamente con calcofldor (Figura 28).

Puesto que Rgab parece ser una nueva proteina reguladora GAP de la GTPasa Cdc42,
se analizé simultdneamente la localizacion de Rga6 y de Cdc42 activa en las células. Para ello,
se empled una cepa que expresaba la proteina Rga6-GFP y la proteina CRIB-td-Tomato, que se
une especificamente a la GTPasa Cdc42 activa en la membrana plasmatica. CRIB-td-Tomato se
localiza sélo en las zonas de crecimiento: en los polos y en el septo. Cuando se observaron
simultdaneamente Rga6 y GTP-Cdc42, se pudo apreciar la localizacion de Rga6-GFP en la
membrana plasmatica y la reduccidn de sus niveles en los polos en crecimiento, marcados con
CRIB-td-Tomato; de modo que Rga6 estd mds presente en los polos que no crecen y en los
laterales de la célula, donde no hay Cdc42 activa (Figura 29 A).

Hasta la realizacién de este trabajo sélo se habia descrito un Unico regulador negativo
de Cdc42, la proteina GAP Rga4 (Tatebe et al., 2008). Con el fin de comparar la relacién de
cada proteina GAP con la GTPasa Cdc42, se analizé también una cepa que poseia la proteina
Rgad4 marcada en su extremo C-terminal con GFP y que ademas producia CRIB-td-Tomato. La
proteina Rga4, como ya se ha descrito, se localiza en la membrana lateral de la célula como un
corset, excluida de las zonas de crecimiento, marcadas con CRIB-td-Tomato (Das et al., 2007;
Tatebe et al., 2008) (Figura 29 B).

A) CRIB-td-Tomato Rga6-GFP Mezcla

B) CRIB-td-Tomato Rga4d-GFP Mezcla

Figura 29. La reduccidn de los niveles de Rga6 en los polos de crecimiento coincide con la presencia de la GTPasa
Cdc42 activa. Micrografias de fluorescencia que muestran la localizacién de la GTPasa Cdc42 activa, marcada con
CRIB-td-Tomato, y de las proteinas GAPs (A) Rga6 y (B) Rga4, marcadas con GFP. Los paneles de la derecha
muestran las imagenes solapadas (mezcla) de las sefiales de fluorescencia verde y roja. Las flechas blancas sefialan
la menor concentracion de Rga6-GFP que se observa en los polos de crecimiento, marcados con CRIB-td-Tomato.
Las flechas azules sefalan la presencia de Rga6 en los polos que no crecen y en los laterales de la célula, donde no
hay Cdc42 activa. Las flechas amarillas sefialan la localizacién de Rga4-GFP en los laterales de la célula.
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El andlisis en paralelo de la localizaciéon de Rgab y de Rga4, respecto a Cdc42 activa en
la membrana plasmatica, puso de manifiesto que la localizacién de Rga6 no es igual a la
localizacién de Rgad. Ambas proteinas GAPs se localizan en los laterales de la célula, donde no
hay Cdc42 activa. Sin embargo, Rga6, a diferencia de Rga4, se extiende mucho mas en la
membrana plasmatica, llegando hasta los polos. En los polos en crecimiento, marcados con
CRIB-td-Tomato, los niveles de Rga6 se ven reducidos mientras que Rgad apenas se aprecia
(Figuras 29 Ay B).

Siguiendo con el estudio de la localizacidon de Rga6 y su relacion con Cdc42, también se
analizé cdmo se localizan esta proteina GAP y la GTPasa activa al sobreexpresar rga6”. Para
ello, se fusiond en fase de lectura la secuencia codificante de la proteina GFP en el extremo N-
terminal de la ORF de rga6’. Posteriormente, se llevé a cabo la integracién de GFP-rga6” bajo
el control del promotor nmt1, reprimible por tiamina, en el locus leul’ de una cepa h* leu1-32
ura4-D18 ade- rga6A CRIB-td-Tomato. Se cultivaron las células durante 22 horas en ausencia
de tiamina y se observé por microscopia de fluorescencia que la sobreexpresién de GFP-rga6”
era funcional, dando lugar a células monopolares piriformes que se alargan y estrechan por un
polo. En ellas, GFP-Rgab se extiende uniformemente por toda la membrana plasmatica sin
apreciarse la localizacidon en nodos discretos y sus niveles se reducen ligeramente en el Unico
polo de crecimiento, marcado con CRIB-td-Tomato que indica la presencia de Cdc42 activa

(Figura 30).

OE. GFP-Rgab

CRIB-td-Tomato

Figura 30. La proteina Rga6 sobreproducida se extiende por toda la membrana plasmatica, excluyéndose del polo
de crecimiento, marcado con GTP-Cdc42. Micrografias de fluorescencia de células rgabA que expresan la
construccién Pnmt1-GFP-rga6’ integrada en el locus leul” (OE. GFP-Rga6) y ademas producen CRIB-td-Tomato. A la
derecha se muestra la imagen solapada de ambas sefiales de fluorescencia (mezcla). Se cultivaron las células en
medio minimo sin tiamina durante 22 h a 28°C.

En conjunto, todos estos resultados muestran que en los polos de crecimiento, donde
la GTPasa Cdc42 esta activa, los niveles de Rga6 en la membrana plasmatica estan reducidos,
incluso cuando Rgab6 esta sobreproducida.

8 Rgab6 y Rgad no colocalizan en los mismos nodos

Puesto que tanto Rga6 como Rga4 se localizan en los lados de la célula, se analizé si se
encuentran formando parte de los mismos nodos, lo que podria indicar que formasen un
complejo proteico. Se construyd una cepa en la que ambas proteinas estaban marcadas con
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epitopos distintos en sus extremos C-terminales: Rga6 con GFP y Rga4 con RFP. Se observaron
las células por microscopia y se vio una alternancia de puntos discretos verdes y rojos en los
laterales de la célula, lo que indica que Rga6 y Rgad no se localizan en los mismos nodos
(Figura 31 A). Esta observacion se confirmé utilizando la opcién denominada “Linescan” del
programa Metamorph®, que permite cuantificar simultdaneamente la intensidad de
fluorescencia de cada proteina GAP (verde y roja) a lo largo del cortex lateral de la célula y
representar los valores sucesivos de intensidad en una grafica (Figura 31 B). Se observd una
alternancia de picos y valles, verdes y rojos, que confirmé que aunque Rga6 y Rga4 se localizan
en los laterales de la célula, no forman parte de los mismos nodos proteicos.

Rga6-GFP Rga4-RFP Mezcla
B) .§ 170
Q
Mezcla g ﬂ\ \

o] [ A
=2 - /" ‘\ I\ A w
W= @ 854 ‘ ! I L ‘s

E ' — 53— AV \ A A
® VAN \ N/ \ \/ A
o 43 VY
(4 T T T
= o 24 47 7 9

Longitud (pixeles)

Figura 31. Las proteinas Rga6 y Rga4 no se localizan en los mismos nodos. A) Micrografias de fluorescencia que
muestran la localizacion de Rga6-GFP y Rga4-RFP en células silvestres (wt). A la derecha se muestra la imagen
solapada de ambas sefiales de fluorescencia (mezcla) y una ampliacion de algunas de las células de la imagen. Se
observa como Rga6-GFP y Rga4-RFP no estan en los mismos nodos. B) Intensidades de fluorescencia de Rga6-GFP y
Rga4-RFP en el cortex lateral de la célula, entre las dos flechas de la micrografia. Se utilizé la opcién “Linescan” del

programa Metamorph® (u.a.= unidades arbitrarias).

9 Lalocalizacion de Rgab6 y de Rga4 es independiente

Para ver si existia una dependencia entre Rga6 y Rga4 respecto a su localizacion
correcta en la célula, se analizé el patrén de localizacion de Rga6 en células rga4A y se
compard con el observado en células silvestres. La proteina Rga6-GFP se localizé en la
membrana plasmatica de células carentes de rga4* de forma similar a como se localiza en una

cepa silvestre (Figura 32 Ay B).
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A) Rga6-GFP Calcoflaor

Figura 32. La localizaciéon de Rga6 no
depende de Rgad. Micrografias de
fluorescencia que muestran la
localizacion de Rga6-GFP (izquierda) y
la tincién con calcofltor (derecha) en
(A) células silvestres (wt), (B) células
rga4A y (C) células que expresan
Pnmti-rga4’ (OE. rga4”) integrado en
el locus leul’. Las células se incubaron
durante 22 horas a 28°C en EMM sin
tiamina. Las flechas sefialan la menor
concentraciéon de Rga6-GFP en los
polos de crecimiento, tefidos mas
intensamente con calcofltor. Barra:
S5um.

También se analizd la localizacién de Rga6 en células que sobreexpresaban rga4*
integrado en el locus leul’. El fenotipo de sobreexpresion de rga4® produce células
monopolares que se alargan y se estrechan por un polo (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008).
Rgab-GFP se localizé en forma de nodos en la membrana plasmatica de estas células y sus
niveles también estaban reducidos en el Unico polo de crecimiento (Figura 32 C). Por lo tanto,
el patrén de localizacidn de Rga6 en la membrana plasmatica y la reduccidn de sus niveles en
los polos de crecimiento se mantiene tanto en ausencia como en exceso de rga4’.

A) Rgad-GFP Calcofluor

/ \

Figura 33. La localizacion de Rga4 no
depende de Rgab. Micrografias de
fluorescencia que muestran la
localizacion de Rga4-GFP (izquierda) y
la tincién con calcoflior (derecha) en
(A) células silvestres, (B) células rga6A
y (C) células que expresan Pnmtl-
rga6’ (OE. rga6’) integrado en el locus
leul®. Las células se incubaron durante
22 h a 28°C en EMM sin tiamina. Las
flechas sefalan la localizacion de
Rgad-GFP en los lados de las células.
Barra: S5um.
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Del mismo modo se analizé el patron de localizaciéon de Rgad en células rga6A y en
células que sobreexpresaban rga6” integrada en el locus leul”y se comparé con el observado
en células silvestres. La localizacién de la proteina Rga4-GFP fue similar en todos los casos
(Figura 33).

En conjunto, todos estos resultados sugieren que Rga6 y Rgad no dependen una de la
otra para su localizacién.

10 La exclusion de Rga6b de las zonas de crecimiento
depende del citoesqueleto de actina

Se ha descrito que la localizacion de Rga4 es independiente tanto del citoesqueleto de
actina como del citoesqueleto de microtubulos (Kelly and Nurse, 2011). En el estudio de Rga6
se considerd oportuno analizar si la localizacién de la proteina dependia de alguno de los dos
citoesqueletos.

Primero, se analizé la localizacién de Rga6 en ausencia del citoesqueleto de
microtubulos. Para ello, se trataron las células con MBC (metil 2-benzimidazol carbamato), un
compuesto que inhibe la polimerizacién de los microtibulos. Para corroborar su efecto se
utilizé una cepa que posee la subunidad alfa de la tubulina, Atb2, marcada en su extremo N-
terminal con la proteina mCherry. En condiciones normales las células poseen varios haces de
microtubulos dispuestos longitudinalmente a lo largo de la célula. Después de 15 minutos de
tratamiento con 2,5 pug/ml de MBC, la tubulina celular se despolimeriza y sélo se observa un
punto perinuclear que se corresponde con el centro nucleador de microtubulos (Figura 34 A).

A) DMSO MBC (2,5 pg/ml)

Figura 34. La localizaciéon de Rga6
no depende del citoesqueleto de
microtibulos. Micrografias de
fluorescencia que muestran la
localizacion de (A) mCherry-Atb2 y
(B) GFP-Rga6 en células cultivadas
a 28°C y posteriormente tratadas
durante 15 minutos con DMSO
(izquierda) o con 2,5 pg/ml de
MBC (derecha). Las flechas sefialan
la menor concentracién de GFP-
Rgab en los polos de crecimiento.
En (A) se muestra la proyeccion
maxima de varios planos en el eje
Zvy en (B) un unico plano.

mCherry-atb2

B

—

GFP-Rga6

El mismo tratamiento con MBC se llevé a cabo en una cepa que produce GFP-Rga6.
Por microscopia de fluorescencia se observé que la localizacion de GFP-Rga6 en la membrana
plasmatica no se modificd tras el tratamiento con MBC. Ademas, en ausencia del citoesqueleto

53



Resultados

de microtubulos se seguia observando la reduccién en los niveles de Rga6 en los polos en
crecimiento (Figura 34 B).

A continuacidn, se estudio si la localizacién de Rga6 dependia del citoesqueleto de
actina. Para ello, se utilizd el compuesto Latrunculina A (Lat. A) que despolimeriza el
citoesqueleto de actina (Spector et al., 1989). Como control se utilizé una cepa que expresa un
péptido de 17 aminodcidos, denominado “Lifeact”, fusionado a GFP, bajo el control del
promotor actl de S. pombe. La proteina Lifeact-GFP se une a las estructuras de actina
filamentosa (actina-F) de las células eucariotas y permite visualizar el citoesqueleto de actina
in vivo (Huang et al., 2012; Riedl et al., 2008). En S. pombe, el citoesqueleto de actina se
organiza en tres estructuras bien definidas: los parches de actina, implicados en el proceso de
endocitosis; los cables de actina, que participan en la secrecién polarizada y el anillo contractil
de actomiosina, que se forma durante la divisién celular (Marks and Hyams, 1985). En la cepa
que produce la proteina Lifeact-GFP todas las estructuras de actina desaparecieron tras 5
minutos de tratamiento con 50 uM de Latrunculina A (Figura 35 A).

A DMSO Lat. A (50uM)

Lifeact-GFP

B DMSO Lat. A (50uM)
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Figura 35. La exclusidn de Rga6 de los polos de crecimiento depende del citoesqueleto de actina. (A) Micrografias
de fluorescencia de la actina en una cepa que expresa el péptido denominado “Lifeact” fusionado a GFP bajo el
control del promotor actl de S. pombe. Se muestra la proyeccidn maxima de varios planos en el eje Z de células
cultivadas a 28°C y posteriormente tratadas durante 5 minutos con DMSO (izquierda) o con 50 uM de Latrunculina
A (Lat. A, derecha). (B) Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP (paneles superiores) y de la tincion con calcofldor
(paneles inferiores) en células silvestres cultivadas a 28°C y posteriormente tratadas durante 15 minutos con DMSO
(izquierda) o con 50 uM de Latrunculina A (Lat. A, derecha). Las flechas rojas sefialan la menor concentracién de
Rga6-GFP en los polos de crecimiento. Las flechas blancas, en las células tratadas con Lat. A, sefialan la extension de
Rgab en los polos de crecimiento.
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Para analizar si la localizacién de la proteina GAP Rga6 dependia del citoesqueleto de
actina, se tratd con Latrunculina A una cepa que producia Rga6-GFP. Por microscopia de
fluorescencia se observé que Rga6-GFP seguia localizada en la membrana plasmatica después
de 15 minutos de tratamiento con 50 uM de Latrunculina A. Sin embargo, dejaba de excluirse
de los polos de crecimiento, tefiidos mas intensamente con calcoflior y se localizaba
homogéneamente por toda la membrana (Figura 35 B).

En ausencia del citoesqueleto de actina se afecta tanto la endocitosis como la
secrecidén polarizada. Por ello, se analizd si la exclusidon parcial de Rga6 de los polos de
crecimiento podria estar relacionada con alguno de estos dos procesos celulares.

Primero se analizé la localizacién de Rga6 en las cepas mutantes end4A y wsplA que
poseen los parches de actina alterados y tienen defectos en el proceso de endocitosis. End4 es
una proteina adaptadora entre moléculas que intervienen en la endocitosis y el ensamblaje de
actina (Castagnetti et al., 2005; Iwaki et al., 2004). Wsp1 es una proteina que promueve la
activacion del complejo Arp2/3, responsable de ensamblar los parches de actina (Lee et al.,
2000; Sirotkin et al., 2010; Toya et al., 2001). Rga6-GFP se localizé correctamente en las células
end4A y wsplA. En ambos casos, al igual que sucedia en una cepa silvestre, la concentracion
de la proteina GAP disminuia en los polos de crecimiento, marcados con calcofltor (Figura 36).
Por lo tanto, la exclusidn de Rga6 de los polos no parece depender de endocitosis.

A) Rga6-GFP Calcoflior

B)

Figura 36. Rgab se localiza correctamente en mutantes de endocitosis. Micrografias de fluorescencia que muestran
la localizacidon de Rga6-GFP (izquierda) y la tincidn con calcoflior (derecha) en (A) células silvestres (wt), (B) cepa
mutante end4A y (C) cepa mutante wsplA. Las flechas sefialan la menor concentracidén de Rga6-GFP en los polos de
crecimiento, tefiidos mas intensamente con calcofldor. Barra: 5um.
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Descartada la endocitosis, se investigd el posible papel de la secrecion polarizada en la
disminucién de los niveles de Rga6 en los polos de crecimiento. La proteina For3 es un formina
no esencial implicada en la formacion de los cables de actina en interfase (Feierbach and
Chang, 2001; Sawin, 2002). Los cables de actina son importantes para la secrecidn polarizada
ya que promueven, junto con las miosinas de tipo V (Myo51 y Myo52), el movimiento de las
vesiculas secretoras con el nuevo material sintetizado hacia las zonas de crecimiento activo
(Motegi et al., 2001). Ademas, se ha descrito que las miosinas de tipo V también contribuyen a
la organizacion de los cables de actina y a su trazado correcto en el interior celular (Lo Presti et
al., 2012).

Se observé por microscopia de fluorescencia la localizacidn de la proteina Rga6-GFP en
las células mutantes for3A y myo52A, en las que los cables de actina estan ausentes o
alterados, respectivamente, y la secrecidn polarizada esta afectada. Mientras que en una cepa
silvestre la concentracién de Rga6 disminuye considerablemente en los polos de crecimiento
(Figura 37 A), en ausencia de for3" o de myo52” se observé una menor exclusién de Rga6 en
dichas zonas (Figura 37 B y C), el mismo fenotipo observado tras el tratamiento de las células
con Latrunculina A.

A) Rga6-GFP Calcofluor

B)

for3A

C

—

myo52A

Figura 37. La exclusion de Rga6 de los polos de crecimiento depende de los cables de actina. Micrografias de
fluorescencia en las que se muestra la localizacién de Rga6-GFP (izquierda) y la tincidn con calcofltor (derecha) en
(A) células silvestres (wt), (B) cepa mutante for3A y (C) cepa mutante myo52A. Las flechas rojas en las células
silvestres sefialan la menor concentracién de Rga6-GFP en los polos de crecimiento. Las flechas blancas en las
células for3A y myo52A sefialan la extension de Rga6 en los polos de crecimiento. Barra: 5um
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Para comprobar la extensidon de Rga6 en la membrana plasmatica de las células for34,
se visualizé simultdaneamente la proteina Rga6, marcada con GFP y la GTPasa Cdc42 activa,
marcada con CRIB-td-Tomato. Como ya se ha visto, en la cepa silvestre la concentracion de
Rgab estd disminuida en los polos de crecimiento, marcados con CRIB-td-Tomato (Figura 38 A).
Sin embargo, en ausencia de for3”, Rga6 no se excluye de las zonas de crecimiento
presentando una mayor co-localizacién con Cdc42-GTP, activa (Figura 38 B).

En conjunto, todos estos resultados sugieren que la exclusidon de Rga6 de los polos de
crecimiento podria depender de la llegada de vesiculas a través de los cables de actina
formados por For3. Esas vesiculas suponen tanto un aporte de nueva membrana como de
proteinas asociadas.

Rga6-GFP CRIB-td-Tomato Mezcla

Figura 38. En ausencia de for3’, Rga6 no se excluye de las zonas de crecimiento, presentando una mayor co-
localizaciéon con Cdc42-GTP, activa. Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP (paneles izquierdos) y CRIB-td-
Tomato (paneles centrales) en (A) células silvestres (wt) y (B) células for3A. Los paneles de la derecha muestran las
imagenes solapadas (mezcla) de las sefiales de fluorescencia verde y roja. Las flechas azules sefialan la menor
concentracion de Rga6-GFP en los polos de crecimiento, marcados con CRIB-td-Tomato. Las flechas blancas en las
células for34 sefialan la extension de Rgab6 en los polos de crecimiento. Barra: 5um.

11 La proteina Rgab es mas dinamica en la membrana de
los polos de crecimiento

Con el fin de estudiar en detalle la dindmica de Rga6 en la membrana plasmatica y en
concreto en los polos celulares, se realizaron experimentos de recuperacion de fluorescencia
tras fotoblanqueo (destruccidon fotoquimica del fluoréforo) o ensayos de FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching).

Lo primero que se observo, realizando los ensayos de fotoblanqueo, fue que GFP-Rga6
presentaba un comportamiento muy dindmico en la membrana plasmatica que parecia ocurrir
mediante difusién lateral ya que cuanto mayor era la zona fotoblanqueada en la membrana,
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menor era la recuperacion de la fluorescencia obtenida. También se observaron fluctuaciones
muy rdpidas de la fluorescencia de GFP-Rga6 en los polos de crecimiento de las células (Figura
39 A). Para intentar determinar cdmo se produce el nuevo aporte de Rga6 en la membrana, se
fotoblanquearon al mismo tiempo los lados y todo el polo en crecimiento de las células
silvestres que producian la proteina GFP-Rga6. Se observd que, al fotoblanquear los lados vy el
polo en crecimiento, se recuperaba primero la fluorescencia de los lados. Por tanto, el aporte
de Rgab parece producirse por difusion en la membrana desde las zonas sin crecimiento,
laterales y polo que no crece, hacia los polos en crecimiento (Figura 39 B).

K e

Tiempo

»
o

Figura 39. Rgab presenta un comportamiento muy
dinamico que parece ocurrir mediante difusion lateral
en la membrana plasmatica. A) Kimograma ensefiando
las fluctuaciones temporales de fluorescencia (panel
superior) de una regién (8 pixeles) del polo de
crecimiento de una célula que expresa GFP-Rga6
(paneles izquierdos). La célula se ha seleccionado de

3 6 5 12 una secuencia de imagenes de video tomadas a
Tiempo (s) intervalos de 0.5 segundos. La grafica representa la
cuantificacién de la intensidad de fluorescencia a lo
largo del tiempo en la regidén central del kimograma
Bleaching (linea de puntos). B) Micrografias de fluorescencia que
muestran la recuperacion de la sefal de GFP-Rga6 tras

el fotoblanqueo de los lados y del polo en crecimiento
de la célula. El fotoblanqueo se realizdé aplicando un
T laser a 488 nm. Imagenes tomadas antes de aplicar el
fotoblanqueo (pre-bleaching, paneles izquierdos),
inmediatamente después del fotoblanqueo (bleaching,
paneles centrales) y 55 segundos después (post-

bleaching, paneles derechos). Los rectangulos indican
la zona de la membrana que se ha fotoblanqueado. Las

flechas blancas muestran el sentido en el que parece

producirse la difusion de Rga6 en la membrana

plasmatica, desde la zona que no se ha
f fotoblanqueado.

En los ensayos de FRAP, se entiende como tiempo medio de recuperacion de la

GFP-Rgab

Intensidad de
-

Fluorescencia (u.a.)

o

Bleaching

rga6A GFP-Rga6

fluorescencia (ty;) el tiempo necesario para obtener la mitad de la fluorescencia maxima
recuperada después del fotoblanqueo. Cuanto mayor es el valor de t;;, mas lenta es la
recuperacion de la fluorescencia, lo que se corresponde con una menor movilidad de la
proteina en estudio. Ademds, en los ensayos de FRAP el porcentaje de recuperacién mdaxima
de la intensidad de fluorescencia, respecto a la fluorescencia inicial, permite cuantificar las
fracciones movil e inmoévil de la proteina en estudio. Cuanto mayor es la recuperacion de la
intensidad de fluorescencia tras el fotoblanqueo, menor es la fraccién inmévil de la proteina 'y
por lo tanto, refleja un mayor dinamismo en su recambio (Figura 40).
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Fotoblanqueado Figura 40. Grafica tedrica de un

;\? experimento de recuperacion de la
:100 F. inicial fluorescencia tras el fotoblanqueo o
g Fraccion inmovil FRAP. El valor de t;;, (morado) es el
8 80k F. final tiempo medio de recuperacién de la
g fluorescencia maxima, es decir, el
‘5 60k tiempo transcurrido desde el
= fotoblanqueo hasta que se recupera la
"; (tll) Fraccidon movil mitad de la fluorescencia maxima final.
T 40F F.1/2 Los ensayos de FRAP permiten distinguir
'g entre una fraccion inmdvil de la proteina
g 20+ en estudio (rojo) y una fraccic’)rT movil
c (verde), segin el porcentaje de
..qé 0 ] | 1 l 1 | | intensidad de  fluorescencia que
- 5 0 5 10 15 20 25 30 35 recupera la proteina después de realizar

Tiempo (S) el fotoblanqueo de la sefial.

Se realizd un ensayo de FRAP en la cepa que producia GFP-Rga6 comparando la
recuperacion de la fluorescencia de GFP-Rgab6 en las distintas zonas de la célula, distinguiendo
entre polos de crecimiento, polos de no crecimiento y laterales. Las células se cultivaron a una
temperatura de 25°C y se fotoblanqued una regidn pequeina de la membrana plasmatica de
dimensiones constantes (199 pixeles = 3.54 pum?). Tras el fotoblanqueo se adquirieron
imagenes cada segundo durante 30 segundos, para analizar la recuperacion de la fluorescencia
en las distintas zonas (Figura 41 A y B). El andlisis de los datos obtenidos demostré que GFP-
Rgab presenta un mayor tiempo medio de recuperacién de la fluorescencia en los polos,
independientemente del crecimiento, respecto al observado en los laterales de la célula (ty; =
7.8 y 7.6 segundos en polos con y sin crecimiento, respectivamente, versus 6.6 segundos en los
laterales) (Figura 41 C). Una posible explicacidn a estos resultados es que el nuevo aporte de
proteina Rgab se produzca en la zona central de la célula y luego difunda por la membrana
plasmatica hacia los polos celulares.

Ademas, los resultados de FRAP mostraron un mayor porcentaje de recuperacion de la
fluorescencia de GFP-Rga6 en los polos de crecimiento (66.53%), respecto al observado en los
polos que no crecen y en los laterales (45.07% y 45.81%, respectivamente) (Figura 41 D). Estos
datos sugieren que en los polos de crecimiento, donde se observa una menor concentracion
de la proteina, hay un recambio mas activo de Rga6 que podria ser debido a un proceso de
continuo aporte y eliminacién de la proteina GAP en esa zona de la membrana plasmatica. Sin
embargo, en los lados de la célula y en los polos sin crecimiento el recambio de Rga6 es menor.

Puesto que la exclusion de Rga6 de los polos de crecimiento parece depender del
citoesqueleto de actina, se realizaron nuevos ensayos de FRAP en células tratadas con
Latrunculina A. En presencia de este compuesto, se observa una localizacion de Rgab6
homogénea en la membrana plasmatica y por lo tanto, no deberia de haber diferencias en la
dindmica de recambio de la proteina GAP entre las distintas zonas de la célula.
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Figura 41. En los polos de crecimiento hay un recambio mas activo de GFP-Rga6 en la membrana plasmatica. A)
Micrografias de fluorescencia de GFP-Rga6 en células sometidas a fotoblanqueo. Se aplicé un laser a 488 nm sobre
una regién de dimensiones siempre constantes (199 pixeles = 3,54 umz), representada como un circulo blanco. Las
flechas verdes sefialan los polos de crecimiento, las rojas los polos sin crecimiento y las azules los laterales de las
células. Imagenes tomadas antes (pre-bleaching, panel izquierdo), inmediatamente después (bleaching, panel
central) y 30 segundos después de aplicar el fotoblanqueo (post-bleaching, panel derecho). B) Porcentajes de
recuperacion de la fluorescencia de GFP-Rga6 en las distintas regiones de las células. Se representa la media y
desviacidn estandar de los datos obtenidos en 22 células, procesados y normalizados con el programa FRAPanalyzER
de Metamorph®. C) Tiempos medios de recuperacion de la fluorescencia (t;/,) de GFP-Rga6 en las distintas zonas de
la célula y valor de R cuadrado (Rz), resultante del andlisis estadistico aplicado con el programa Graphpad®. D) Valor

medio de los porcentajes de recuperacién de la fluorescencia obtenidos para GFP-Rgab6 en las distintas zonas de las
células.

Las células que producian GFP-Rga6, cultivadas a 25°C, se trataron durante 30 minutos
con Latrunculina A 50 uM. Posteriormente, se realizé el experimento de fotoblanqueo y se
capturaron imagenes de la recuperacion de la fluorescencia durante 40 segundos (Figura 42 A
y B). Tras analizar los datos obtenidos, se observé un aumento en todos los valores de t;/, de
recuperacion, respecto a los observados en células sin tratar con Latrunculina A (Figura 42 C).
Estos datos reflejan una menor movilidad de Rga6 en la membrana plasmatica en ausencia del
citoesqueleto de actina. Ademas, cuando se despolimerizaba la actina, Rga6 presentaba una
dindmica de recambio similar en los polos y en el resto de la membrana celular, como se
refleja en los porcentajes de recuperacién de la fluorescencia (Figura 42 D).
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Figura 42. Dinamica de recambio de GFP-Rga6 en presencia de Latrunculina A. A) Micrografias de fluorescencia de
GFP-Rgab6. Previamente al fotoblanqueo las células se incubaron durante 30 minutos con Latrunculina A (50 uM). El
fotoblanqueo se realizé aplicando un ldser a 488 nm sobre una region de dimensiones siempre constantes (199
pixeles = 3,54 umz), representada como un circulo blanco. Las flechas verdes sefialan los polos de crecimiento, las
rojas los polos sin crecimiento y las azules los laterales de las células. Imagenes tomadas antes (pre-bleaching, panel
izquierdo), inmediatamente después (bleaching, panel central) y 40 segundos después de aplicar el fotoblanqueo
(post-bleaching, panel derecho). B) Porcentajes de recuperacion de la fluorescencia de GFP-Rga6 en las distintas
regiones de las células tratadas con Lat. A. Se representa la media y desviacion estandar de los datos obtenidos en 9
células, procesados y normalizados con el programa FRAPanalyzER de Metamorph®. C) Tiempos medios de
recuperacion de la fluorescencia (t;/;) de GFP-Rga6 en las distintas zonas de la célula y valor de R cuadrado (R,
resultante del andlisis estadistico aplicado con el programa Graphpad®. D) Valor medio de los porcentajes de
recuperacion de la fluorescencia obtenidos para GFP-Rga6 en las distintas zonas de las células.

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que en ausencia del citoesqueleto de actina,
se bloquea el recambio de Rga6 en las zonas de crecimiento y esto se manifiesta en un
aumento en los niveles de la proteina GAP en la membrana plasmética.

12 Construccion de versiones truncadas de la proteina
Rgab

Segun el andlisis de la secuencia proteica que se muestra en la base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/), Rga6 es una proteina de 733 aminoacidos que contiene en su

estructura una regidn rica en serinas y un Unico dominio definido, el dominio RhoGAP. Rga6
presenta ademas en su extremo C-terminal una regidn polibasica, comprendida entre los
aminoacidos 700 y 733. Para continuar con el estudio de Rgab6 se analizé en detalle el posible
papel de los distintos dominios de la proteina en su localizacién y funcién.
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Con el fin de delimitar correctamente el dominio GAP de Rga6, se analizd la similitud
de secuencia de los dominios GAPs de Rga6 y de Rga4 mediante el alineamiento de sus
secuencias con la base de datos NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). En base al
alineamiento de las Argininas conservadas de Rga4, Arg 783 (Tatebe et al., 2008) y de Rga6,

Arg 354, y a la similitud de la secuencia de sus dominios GAPs, se determind que el dominio
GAP de Rgab esta comprendido entre los aminodacidos 329 y 547 de la proteina (Figura 43 A).

A)

758 783
Rgad 721 YQDCVSSTIDRQYQSKKSESPVWALNPDDFDONRLTL--—---—--—— LRVPTLIVSCINFIESYGMDFEGLYRKSGATSQM 791

329 354
Rga6 289 QHNAIA------ HNPSV'FGK'PIGDLTSDPTNLCKFTFPTPECAPPSLLLPHIFAQCVHFLSLNALHVPGIFBISGSGPVI 362

Rgad4d 792 RKIVALLRNEDTV-LDPSEDI---—--—----— SAVTSVFRKQYLRNLPNPIITYDQYFPFITAANCASFQ-—-—- DKLDGFIM 856
Rga6 363 KAITEYFYSPPHFWLDETSEIFKRIGFPSYIDIAAVLKRYIMLLPGGLFTHKDILNLLVPLYVDSSRVKVPIDIRNEMAA 442

Rgad4d 857 VIKS--LPPAHAEILQLIIRHLARVAAYSH----—-—-—-- ANRMTSKNLAVVFSPTLIRDPDNSRDV---IDMTVRNYS 920
Rga6é 443 LCFSQIDSYVRFSILCSLLALLHQIATRTQELENGMENTKDSTLMKPEALGI IFGPLLLGN--SSTDLSKSCPSGNVNDL 520

Rgad 921 ILAF-——---———————= LDV E VA i == = = = == = oo 933
Rga6 521 MRFETEKARVEAKIVEGLIIHWPEVLLKINSLDIPNCFSDVGLTDQVAIFTPAVPKEDSPEQIPENVNASEESYPNVKHI 600

Rgad oo e
Rga6 601 SKLPLINDSSDNESGNQENDDAVANESTKVVVDNQQOPQPKISTVSDTAVPSMSFANNISSRSVISAATDSKPSTRTSPPF 680

Rgad -———————mr—mmem e e e e e e e e e
Rga6 681 VNNTKPIVAKSPVTVTASSETNKKSQKINKKASPRVSLWTKLFGKFRSNKKKS 733
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Figura 43. Andlisis estructural de la proteina Rga6. A) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de los dominios
GAP de Rga4d y de Rgab, representados por letras de color rojo. Las Argininas conservadas de Rga4 y de Rgab estan
representadas en color verde, subrayadas y de mayor tamafio. B) Esquema de la estructura primaria de la proteina
Rgab. La region rica en serinas (Ser-rich), comprendida entre los aminoacidos 187 y 253, se indica en color amarillo;
el dominio GAP entre los aminodcidos 329 y 547, en color lila y la regidn polibasica (PBR) entre los aminoacidos 700
y 733, en color rosa.

Para estudiar las posibles funciones del extremo N-terminal (1-260 aa), de la region
rica en serinas (187-253 aa) y de la region polibasica (700-733 aa) en la funcion y la localizacion
de Rgab (Figura 43 B), se realizaron cuatro truncamientos distintos de la proteina, dos del
extremo amino y dos del extremo carboxilo. Las secuencias de las diferentes proteinas
truncadas y la proteina Rga6 entera, fusionadas a la de la proteina GFP en el extremo 3’, se
integraron en el locus leul” de una cepa h’ leu1-32 ura4-D18 ade- rga6A, bajo el control del
promotor y del terminador de rga6”.

Las cinco cepas construidas produjeron las siguientes proteinas: Rga6-GFP; Rga6-GFP
AN-term1 (187-733 aa), que carece de la zona N-terminal previa a la regién rica en serinas;
Rgab-GFP AN-term2 (260-733 aa), que carece de la zona N-terminal incluyendo la regidn rica
en serinas; Rga6-GFP AC-terml (1-700 aa), que no tiene los 33 aminodcidos finales
correspondientes a la region polibéasica y Rga6-GFP AC-term2 (1-580 aa), que carece de una
region mds amplia del extremo C-terminal de la proteina. En todas las construcciones el
dominio GAP esta presente (Figura 44).

62



Resultados

253 329 547

laa 187 700 '733aa
= [ Jper] Rga6-GFP AN-term1
187aa 733aa
Il T Ll
‘26033 733aa
o] TONGARRN RGN Reec-cr actermt
laa 700aa
Ser-
[ I DT [ T Rga6-GFP AC-term?
laa 580aa

Figura 44. Esquema de las distintas versiones truncadas de Rga6-GFP. La regidn rica en serinas se representa de
color amarillo, el dominio GAP de color lila y la region polibdsica de color rosa. La proteina GFP, fusionada en el
extremo C-terminal de Rgab completa y de sus versiones truncadas, se representa de color verde.

Lo primero que se hizo fue comprobar que todas las cepas construidas expresaban las
diferentes versiones de Rga6. Para ello, se obtuvieron extractos celulares de las cinco cepas
generadas y de una cepa silvestre que no produce Rgab marcada con GFP. Mediante Western-
blot se confirmé la expresidon y el tamafio de las diferentes proteinas truncadas y de Rga6. Se
observd ademas, que todas las proteinas truncadas mostraban niveles de expresién superiores
a los observados en la proteina Rga6 entera (Figura 45 A).

Posteriormente, se analizd por microscopia de fluorescencia la localizacién de las
diferentes proteinas truncadas de Rga6. La proteina control Rga6-GFP es funcional ya que la
cepa generada no presenta defectos morfoldgicos y se localiza correctamente en la membrana
plasmatica, con una menor concentracién en los polos de crecimiento (Figura 45 B). Los
truncamientos N-terminales de la proteina permiten la localizacién de Rga6 en la membrana
plasmatica. No obstante, las células que producian la proteina Rga6-GFP AN-term1, que carece
de la zona previa a la regidon de serinas, mostraban un patrén de localizacion de Rgab
ligeramente modificado, presentando una concentracion de la proteina en los polos de
crecimiento mayor de la esperada. Las células que producian la proteina Rga6-GFP AN-term2,
gue carece de la region rica en serinas, mostraban una localizacion de Rga6 uniforme en toda
la membrana plasmatica, tanto en los polos como en los laterales de las células (Figura 45 B).

Estos resultados sugieren que el extremo N-terminal de Rga6 comprendido entre los
aminodacidos 1 y 260, que incluye la region rica en serinas, podria ser necesario para la
disminucién de Rga6 en los polos de crecimiento.

Tanto las células que producian Rga6-GFP AC-term 1, que carece de los 33 aminodacidos
finales polibdsicos de Rga6, como aquellas que producian la proteina Rga6-GFP AC-term2, que
carece de una regidon mayor del extremo C-terminal, mostraban una localizacién citoplasmica
(Figura 45 B). Estos datos indican que la regidn polibasica (PBR) es necesaria para que la
proteina Rgab se localice en la membrana plasmatica.
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Figura 45. La region polibasica de Rgab es necesaria para su localizaciéon en la membrana plasmatica y su extremo
N-terminal participa en la regulacion de los niveles de la proteina en los polos de crecimiento. A) Niveles de
expresion de la proteina Rgab y de sus diferentes versiones truncadas, toda ellas marcadas con GFP, determinados
por Western-blot usando el anticuerpo anti-GFP. Se utilizé como control una cepa silvestre que no produce Rga6
marcada con GFP (carril 6, wt). Como control de carga se determind la actina en esos mismos extractos. B)
Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP o sus versiones truncadas, integradas en el locus leul®. Las flechas
sefialan algunos polos de crecimiento. El tiempo de exposicion de la micrografia de Rga6-GFP es dos veces mayor
que el del resto de las imagenes correspondientes a las versiones truncadas de la proteina Rga6-GFP para permitir
una comparacion mejor de la localizacion. Barra: 5um. C) Medidas de longitud (izquierda) y didmetro (derecha) de
células de las cepas del apartado anterior. Se realizaron también mediciones en células de las cepas silvestre (wt) y
rga6A, como valores de referencia. Se utilizé el programa Image J y se consideraron sélo células en proceso de
divisién. Se analizaron 72 células de cada cepa. El circulo central representa la media, cuyo valor se indica; los
limites superior e inferior de los rectangulos azules se corresponden con el valor de la media + la desviacién
estandar y los extremos de las lineas son los valores maximos y minimos obtenidos. Se realizé una prueba t de
Student para calcular la significacion estadistica de los valores obtenidos en las distintas cepas, respecto a los
obtenidos en la cepa silvestre: n.s. = p > 0.05, **** p <0.0001.

12.1 Estudio de la funcionalidad de las versiones truncadas de
Rgab

Aunque la localizacion de las proteinas Rga6-GFP AN-terml y AN-term2 en la
membrana plasmatica estaba modificada, las células que producian estas proteinas truncadas
mostraban una morfologia muy similar a las células que producian la proteina Rga6 entera
fusionada a GFP. Por el contrario, las células que producian la versién citoplasmica de Rgab6,
Rgab6-GFP AC-term1, mostraban una morfologia similar a las células rga6A (Figura 45 C). En
consecuencia, Rgab necesita alcanzar la membrana plasmatica para ejercer su funcion.
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Con el propdsito de corroborar la funcionalidad de las diferentes versiones truncadas
de Rgab, se utilizd como fondo genético la cepa mutante doble rga4A rga6A caracterizada por
una morfologia redondeada.

Mediante microscopia de fluorescencia se observé que la proteina Rga6-GFP entera se
localizaba correctamente y recuperaba el fenotipo de delecidn de rga6’ en el mutante doble
rgadA rga6A, que adquiria la morfologia de rgadA. Sin embargo, las 2 versiones de Rga6
truncadas en su extremo N-terminal no revertian completamente el fenotipo de delecién de
rga6’ de la cepa rga4A rga64, recuperando el didmetro de rga4A pero no su longitud, lo cual
indica que Rgab sin su extremo N-terminal es parcialmente funcional (Figura 46 Ay B).

Las células que producian las proteinas Rga6-GFP AC-terml y AC-term2 no eran
capaces de revertir los defectos de la delecién de rga6’ en la cepa rga4A rga6/, manteniendo
la morfologia redondeada, lo cual corrobora que Rga6 tiene que estar en la membrana
plasmatica para ser funcional (Figura 46 A y B).
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Figura 46. Estudio de la funcionalidad de las versiones truncadas de Rga6-GFP, utilizando como fondo genético la
cepa mutante rgad4A rga6A. A) Micrografias de fluorescencia de las células rga4A rga6A que producen la proteina
Rga6-GFP o sus versiones truncadas, integradas en el locus leul”. Las flechas sefialan algunos polos de crecimiento.
Barra: 5um. B) Medidas de longitud (arriba) y diametro (abajo) de células de las cepas del apartado anterior. Se
realizaron también mediciones en células de las cepas silvestre (wt), rga64, rgad4 y rgadA rga6l, como valores de
referencia. Se utilizoé el programa Image J y se consideraron sélo células en proceso de division. Se analizaron un
total de 70 células de cada cepa. El circulo central representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e
inferior de los rectangulos azules se corresponden con el valor de la media + la desviacion estandar y los extremos
de las lineas son los valores maximos y minimos obtenidos. Se realizé una prueba t de Student para calcular la
significacidén estadistica de los valores obtenidos en las células rga4A rga6A que producen la proteina Rga6-GFP o
sus versiones truncadas, respecto a los obtenidos en la cepa mutante doble rga44 rga6A: n.s. = p > 0.05, * p < 0.05,
**%* p <0.0001.
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En conjunto, todos estos resultados sugieren que el extremo N-terminal de Rga6
podria estar implicado en la estabilidad de la proteina ya que, como se indicd anteriormente,
las proteinas Rga6-GFP AN-terml y AN-term2 muestran, mediante Western-blot, niveles
totales superiores a los observados en la proteina entera; e implicado en su eliminacidn de las
zonas de crecimiento ya que, en su ausencia, la concentracion de Rga6 en estas zonas es
mayor. Las proteinas Rga6-GFP AC-term1 y Rga6-GFP AC-term2 también muestran niveles de
proteina aumentados en el andlisis por Western-blot. Este aumento podria deberse a que
estas proteinas tampoco alcanzan la membrana del polo de crecimiento ya que permanecen
en el citoplasma o a otras causas mas indirectas.

13 Estudio del extremo N-terminal de Rga6

Segun los datos experimentales de fosfoprotedmica de S. pombe (Wilson-Grady et al.,
2008), incorporados en la base UniProt (http://www.uniprot.org), la treonina en posicion 141

de la proteina Rga6, situada en el extremo N-terminal, estaria fosforilada. Las proteinas Rga6-
GFP AN-terml y AN-term2 carecen del extremo N-terminal de Rga6 donde se localiza la
treonina 141 que en la base de datos UniProt se describe como un residuo fosforilado y ambas
muestran un patron de localizacion en la membrana plasmdtica modificado. Ademas, la
construccion AN-term2, que carece de la region rica en serinas y de los 6 aminoacidos
inmediatamente posteriores, se localiza homogéneamente por toda la membrana plasmatica.
Por ello, se estudio si la regidn rica en serinas y el estado de fosforilacién de la treonina 141
podrian estar implicados en la regulacién de Rga6 en los polos de crecimiento. Se construyeron
nuevas cepas de S. pombe que codificaban las siguientes versiones de la proteina Rga6: con la
region rica en serinas delecionada; portando la mutacién de la treonina 141 a alanina
(aminoacido fosfonulo) o a aspartico (aminoacido fosfomimético); o bien con la combinacion
simultanea de ambas modificaciones (Figura 47).

T141
laa 187 253 329 547 700'733aa
laa 186 254 329 547 700'7332a

T141A/D

o] [ONGARR e Rga-GFP T141A/D

laa 187 253 329 547 700'733aa

T141A/D

- PBR Rga6-GFP ASer T141A/D

1aa 86 254 329 547 700'733aa

Figura 47. Esquema de las distintas versiones truncadas y/o mutadas de Rga6-GFP. La estrella negra representa la
treonina 141. La estrella roja representa la mutacidn de dicha treonina por una alanina o por un aspartico. La region
rica en serinas se representa en amarillo y con el simbolo “A” se representa su delecion.
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Para ello, se clond la ORF de rga6® con la secuencia codificante para la regién de
serinas delecionada (rga6” ASER). Ademas, sobre la ORF de rga6’ entera se mutagenizé la
secuencia codificante para la treonina 141 y se reemplazdé por la de alanina o la del aspartico
(rga6” T141A/D). Por ultimo, se llevaron a cabo las mismas mutaciones de la treonina 141
sobre la ORF de rga6” ASER (rga6” ASER T141A/D). Se fusiond, en fase de lectura, la secuencia
codificante de la proteina GFP en el extremo C-terminal de rga6” ASER, de rga6’ T141A/D o de

.

rga6’ ASER T141A/D. Finalmente, se llevd a cabo su integracidn en el locus leul” de una cepa h
leu1-32 ura4-D18 ade- rga6A, bajo el control del promotor y del terminador de rga6”.

Se analizd por microscopia de fluorescencia la localizacion en la célula de las nuevas
proteinas Rgab construidas. En el caso de la delecidn de la regidn rica en serinas, se observé en
algunas células la extensién uniforme de Rgab por la membrana, similar a la observada en la
construccion Rga6-GFP AN-term?2. Sin embargo, otras células tenian una menor concentracion
de los niveles de Rgab6 en los polos de crecimiento (Figura 48). Estos resultados sugieren que la
reduccion de los niveles de Rga6 en las zonas de crecimiento depende sdlo en parte de la
region rica en serinas.

En el caso de las células que producian la proteina Rga6-GFP T141A se observd una
localizacién normal. Sin embargo, en aquellas células que producian la proteina Rga6-GFP
T141D, portando la mutacion fosfomimética, se observdé una mayor presencia de Rga6 en las
zonas de crecimiento, como sucedia en la proteina Rga6-GFP AN-term1 (Figura 48). Por tanto,
variaciones en el estado de fosforilacidn de la treonina 141 podrian participar en la regulacién
de la exclusién de Rga6 de los polos de crecimiento.

Rga6-GFP Rga6-GFP ASer Rga6-GFP T141A
S
S
9 - -
Rga6-GFP T141D Rga6-GFP ASer T141A Rga6-GFP ASer T141D

Figura 48. Regulacion de los niveles de Rgab6 en los polos de crecimiento mediada por el extremo N-terminal de la
proteina comprendido entre los aminoacidos 1 y 260. Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP o de sus
versiones truncadas y/o mutadas. Las flechas rojas sefialan la menor concentracién de Rga6-GFP en los polos de
crecimiento. Las flechas amarillas sefialan el ligero aumento de los niveles de la proteina Rga6-GFP T141D en
algunos polos de crecimiento. Las flechas lilas sefialan el patron de localizacion uniforme de Rga6 por toda la
membrana plasmatica, observado en casi todas las células que producen la proteina Rga6-GFP ASer T141D y en
algunas células que producen las proteinas Rga6-GFP ASer y Rga6-GFP ASer T141A. Barra: 5um.
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Por ultimo, se analizaron las células que llevaban la proteina Rga6 con la mutacion de
la treonina 141 y la delecién de la region rica en serinas. El andlisis por microscopia de
fluorescencia mostré que Rga6-GFP ASer T141A en algunas células se excluia de las zonas de
crecimiento y en otras no, al igual que sucedia con la proteina Rga6-GFP ASer. Sin embargo, la
mayoria de las células con la proteina Rga6-GFP ASer T141D mostraban una localizacion de
esta proteina uniforme por toda la membrana plasmatica (Figura 48).

Estos resultados sugieren que el hecho de que Rga6 AN-term2 no se excluya de las
zonas de crecimiento se debe a un efecto aditivo de la T141 fosforilada y de la pérdida de la
region de serinas, si bien, podrian participar otros aminodcidos de la regidon N-terminal.

En conjunto, todos estos resultados nos indican que la regulacién de los niveles de
Rgab en los polos de crecimiento es un proceso complejo, en el que participa el extremo N-
terminal de la proteina, comprendido entre los aminodcidos 1 y 260, que incluye la treonina
141 y la regiodn rica en serinas.

14 La region polibasica de Rga6 es necesaria y suficiente
para la localizacion de la proteina en la membrana plasmatica

Para ver si la regidén polibdsica de Rga6, ademas de ser necesaria, también es suficiente
para la localizacion de la proteina en la membrana plasmadtica, la secuencia de Rga6 que
codifica los 33 aminoacidos finales de la proteina se fusiond en fase con la secuencia
codificante de la proteina GFP, tanto en 3" (PBR-GFP) como en 5" (GFP-PBR). Posteriormente,
se llevd a cabo la integracion de estas fusiones, bajo el control del promotor y del terminador
de rga6’, en el locus leul” de una cepa h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6A.

A) ACC AAT AAA AAA TCG CAG AAG ATT AAT AAA AAG GCA TCT CCA AGG GTC AGT
TN K K S Q@ K1 N KK A S PR VS
TTG TGG ACA AAA CTG TTT GGT AAA TTC CGA TCA AAC AAG AAG AAA TCT TAA
L WTKTLFG KFUR SN KK K s .
B)
Figura 49, Largion poibdsica (o
693 733aa 693 733aa de Rga6 es suficiente para que la
GFP-PBR PBR-GFP proteina se localice en |Ia

membrana plasmatica. A) Secuencia
codificante de los 33 aminoacidos
finales de Rga6 (700 - 733 aa) que
constituyen la region polibasica. En
rojo se sefialan los aminodacidos con
carga basica. En morado se sefiala el
coddn de terminacion de Rga6. B)
Esquema de las proteinas de fusion
construidas, GFP-PBR o PBR-GFP y
micrografias de fluorescencia y de
contraste diferencial (DIC) de células
que expresan estas proteinas.
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Se analizd por microscopia de fluorescencia la localizacién de las proteinas de fusidon
GFP-PBR y PBR-GFP y se observd en ambos casos una localizacién uniforme por toda la
membrana plasmatica (Figura 49), si bien la fusion GFP-PBR era mas eficiente en el anclaje a
dicha membrana. Una posible explicacion a este resultado podria ser que la fusidon de la
proteina GFP en el extremo amino o carboxilo de la regién PBR de Rga6, de tan solo 33
aminodcidos, pudiese influir de diferente manera en el plegamiento y funcionalidad de esta
region.

En base a estos resultados, se concluye que la regién polibasica de Rga6 es necesaria y
suficiente para la correcta localizacion de la proteina en la membrana plasmatica.
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Apartado lll: Funcion de la proteina Rga6 en la
regulacion del crecimiento polarizado y su relacion con
Cdc42

15 Rga6 participa en la regulacion de Cdc42 en los polos

En S. pombe, se ha descrito que la actividad de Cdc42 tiene un comportamiento
oscilatorio en los polos de la célula. Este comportamiento oscilatorio estd basado en la
regulaciéon de esta GTPasa por “feedbacks” positivos y negativos. Se ha propuesto que la
proteina activadora Gefl podria formar parte del “feedback” positivo, mientras que la quinasa
Shk1/Pak1, una proteina efectora de Cdc42, podria formar parte del “feedback” negativo (Das
et al., 2012). En las células bipolares se observa una alternancia de los niveles de Cdc42 activa
entre un polo y otro. Este hecho se ha descrito como un comportamiento oscilatorio
anticorrelativo entre ambos polos debido a la competicién por la GTPasa activa y a la
disponibilidad de las proteinas reguladoras de Cdc42. Se ha propuesto, ademads, que las
oscilaciones en los niveles de Cdc42 activa entre el polo viejo, dominante en las células
monopolares y el polo nuevo, que compite por empezar a crecer, podrian participar en la
transicién a crecimiento bipolar o NETO (New End Take Off) que sucede en G2 (Das et al.,
2012; Das and Verde, 2013).

La proteina GAP Rga4 no participa en la regulacion de los niveles de Cdc42 activa en los
polos (Das et al., 2012), posiblemente debido a su localizacién restringida a los lados de la
célula. Por el contrario, Rga6 si llega a los polos y los resultados de los ensayos de FRAP
mostraron que su comportamiento en los polos de crecimiento es muy dindmico. Es posible
por tanto que Rgab participe en la regulacion de la actividad de Cdc42 en los polos.

Se estudid en detalle la localizacidon de Rga6 respecto a Cdc42 activa en los polos de las
células, a lo largo del ciclo celular. Se utilizé una cepa que producia GFP-Rga6 y CRIB-td-
Tomato y se adquirieron imagenes durante 2 h con un intervalo de 10 min (Figura 50 A).

En las células monopolares, GFP-Rga6 se localiza en el polo que no crece y estd
presente en niveles inferiores en el polo que esta creciendo, marcado con CRIB-td-Tomato.
Cuando la célula adquiere un patrdn de crecimiento bipolar, la activacion de Cdc42 en el polo
nuevo se correlaciona con una disminucion en los niveles de Rga6 en dicho polo, junto con un
aumento de los niveles de la proteina GAP en el polo viejo. Una vez la célula comienza a
septar, se detiene el crecimiento en los polos, donde aumentan los niveles de Rga6 y el
crecimiento se dirige a la regidn central de la célula, donde se observa un aumento en los
niveles de Cdc42 activa y una menor presencia de Rga6 (Figura 50 A).

Se utilizé esta misma cepa para adquirir imagenes a muy alta velocidad utilizando la
opcion de “streaming” del equipo Spinning Disk. Se capturaron 25 imagenes a intervalos de 0.5
s, empleando 200 ms de exposicién para cada canal de fluorescencia. Sobre una de las
imagenes capturadas, se midid la intensidad de fluorescencia de GFP-Rga6 y de CRIB-td-
Tomato a lo largo de los polos de una célula monopolar o bipolar y se representaron los
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valores sucesivos de intensidad en una grafica (Figura 50 B). Se observé un comportamiento
opuesto en las intensidades de las fluorescencias de CRIB-td-Tomato y GFP-Rga6. En base a
estos resultados, se estudié si la proteina GAP Rga6 podria participar en la regulacion de los
niveles de Cdc42 activa en los polos de la célula.
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Figura 50. Localizacion de Rga6 en los polos de las células a lo largo del ciclo celular. A) Imagenes de microscopia
de fluorescencia en tiempo real (time-lapse) que muestran la localizacion de GFP-Rga6 y Cdc42 activa, marcada con
CRIB-td-Tomato, a lo largo del ciclo celular y las imagenes solapadas de ambas sefiales de fluorescencia (mezcla).
Las células se cultivaron a 25°C y se capturaron imagenes con un intervalo de 10 minutos durante 2 horas. B)
Intensidad de fluorescencia de GFP-Rga6 y CRIB-td-Tomato en el polo viejo (OE) y en el polo nuevo (NE) de una
célula monopolar (izquierda) y de una célula bipolar (derecha). Se utilizé la opcién de “streaming” del equipo de
microscopia confocal Spinning Disk para adquirir 25 imagenes con un intervalo de 0.5 s. Sobre una de las imagenes
capturadas, se midié la intensidad de fluorescencia de las sefiales verde y roja en el polo de la célula, entre las dos
flechas de la micrografia, con el programa Image J (u.a. = unidades arbitrarias).

Se utilizé la proteina CRIB-GFP para estudiar las oscilaciones en los niveles de Cdc42
activa en ausencia del gen rga6” y dichas oscilaciones se compararon con las observadas en
una célula silvestre. Se tomaron imdagenes de células bipolares a intervalos de 1 min durante
30 min (Figura 51 A). Posteriormente, se analizaron los niveles de Cdc42 activa en los polos de
las células y se representaron dichos valores a lo largo del tiempo (Figura 51 B).

En ausencia de rga6” se mantienen las oscilaciones de Cdc42 activa en los polos de las
células y su periodo, de aproximadamente 4 minutos, no varia respecto a lo descrito en una
cepa silvestre. Sin embargo, el patrdn oscilatorio de Cdc42 activa en las células rga6A muestra
algunas diferencias respecto al observado en las células silvestres. Mientras que en una célula
silvestre los niveles de Cdc42 activa que oscilan entre ambos polos son similares, en ausencia
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de rga6” los niveles de CRIB-GFP son mayores en el polo viejo de la célula, como se refleja en
las imagenes de microscopia de fluorescencia y en las graficas que muestran la cuantificacion
de dicha intensidad de fluorescencia (Figura 51 A y B). Ademads, en una cepa silvestre la
alternancia en los niveles de Cdc42 activa entre ambos polos es muy regular, lo cual se refleja
en un coeficiente de anti-correlacion muy alto, caracteristico de un comportamiento
oscilatorio anticorrelativo entre ambos polos. Sin embargo, en ausencia de rga6” se observa
una anticorrelacién mucho menor (coeficiente de correlacion = -0.54 + 0.11 en las células
rgabA versus -0.78 £ 0.03 en las células wt, n = 10) (Figura 51 C).

En ausencia de rga6” también se observa en ambos polos una amplitud de las
oscilaciones menor a la observada en células silvestres. Ademas, mientras que dicha amplitud
es similar en los dos polos de las células silvestres, en las células rga6A es menor en el polo
nuevo respecto al polo viejo (Figura 51 D).
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Figura 51. En ausencia de rga6’ se modifica la dindmica oscilatoria de Cdc42 activa en los polos celulares. A)
Iméagenes de microscopia de fluorescencia obtenidas en tiempo real (time-lapse) de Cdc42 activa, marcada con
CRIB-GFP, en células silvestres bipolares (wt, parte superior) y en células rga6A bipolares (parte inferior). Las células
se cultivaron a 28°C y se capturaron imagenes con un intervalo de 1 min durante 30 min. Las flechas sefialan el polo
con mayor sefial de CRIB-GFP. B) Oscilaciones de CRIB-GFP en los polos viejo (rojo) y nuevo (azul) de una célula
silvestre (grafica superior) y de una célula rga6A (grafica inferior). Las medidas de la intensidad de fluorescencia de
CRIB-GFP se realizaron con el programa Image J y se normalizaron respecto al valor maximo de ambos polos (u.a. =
unidades arbitrarias). C) Coeficiente de correlacion entre los valores de intensidad de CRIB-GFP de los polos viejo y
nuevo en células silvestres (wt) y rga6A. Se analizaron un total de 10 células de cada cepa. D) Amplitud de las
oscilaciones en los polos viejos (OE) y nuevos (NE) en células silvestres (wt) y rga6A (u.a. = unidades arbitrarias). Se
analizé la amplitud de 52 oscilaciones en las células silvestres y de 65 oscilaciones en las células rga6A. En las
graficas de C) y D) el cuadrado central rojo representa la media, cuyo valor se indica; los extremos superior e
inferior de los rectangulos amarillos se corresponden con el valor de la media + la desviacion estandar y los circulos
verdes en los extremos de las lineas son los valores maximos y minimos. Se realizd la prueba t de Student para
calcular la significacion estadistica entre los diferentes datos: *** p <0.001, **** p < 0.0001.
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Si asumimos que los polos celulares compiten por la actividad de Cdc42 (Das et al.,
2012), el mayor nivel de activacion de Cdc42 observado en el polo viejo de las células rga6A
podria conllevar un menor crecimiento del polo nuevo. Para ver si esta asuncion era correcta,
se midio el crecimiento de ambos polos en las células silvestres y rga6A. Las células se tifieron
con FITC-lectina de Bandeiraea simplicifolia que se une a la galactosa y marca toda la pared de
S. pombe. Posteriormente, las células se lavaron y cultivaron durante 2 horas y media a 28°C
para permitir su crecimiento. Transcurrido este tiempo, se realizd una tincidn con calcoflior
gue marca los polos de crecimiento activo de la célula y se analizaron las células mediante
microscopia de fluorescencia (Figura 52 A).

Se midié el crecimiento en los polos nuevo y viejo de las células, refiriéndolo a la
longitud celular total y se calculd la proporcidon de crecimiento del polo nuevo respecto al
viejo. También se calculé el porcentaje de células monopolares y bipolares en ambas cepas. En
las células rga64, el crecimiento del polo nuevo respecto al polo viejo es menor al observado
en las células silvestres, lo que se asocia con un porcentaje ligeramente inferior de células
bipolares en el cultivo (61.6% en las células rga6A versus 67.8% en las células silvestres, n =
240) (Figura 52 By C).
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Figura 52. En las células carentes de Rga6 el crecimiento del polo nuevo es menor al observado en las células
silvestres. A) Micrografias de fluorescencia de células silvestres (wt) y de células rga6A teiiidas con la lectina de
Bandeiraea simplicifolia marcada con fluoresceina (verde) y posteriormente cultivadas en medio minimo a 28°C
durante 2 horas y media para permitir su crecimiento. En el momento de la adquisicién de las imagenes se realizd
una tincién con calcofltor (rojo) que tifie las zonas de crecimiento activo. B) Proporcion de crecimiento del polo
nuevo (NE), respecto al polo viejo (OE), en las células del apartado anterior. Las medidas se realizaron con el
programa Image J (n = 100 células de cada cepa). Se realizd la prueba t de Student para calcular la significacion
estadistica de los datos: **** p < 0.0001. C) Porcentaje de células monopolares y bipolares en la cepa silvestre (wt)
y rgabA (n = 240 células de cada cepa). En el recuento no se tuvieron en cuenta las células con septo.
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En conjunto, todos estos resultados indican que en ausencia de rga6” la inhibicién de
los niveles de Cdc42 activa en el polo viejo de las células es menor, lo cual modifica su
comportamiento oscilatorio, reflejandose en una menor amplitud de las oscilaciones y una
menor anticorrelaciéon entre ambos polos. Finalmente, estos cambios se traducen en un menor
crecimiento del polo nuevo. Por lo tanto, la presencia transitoria de Rga6 en los polos de
crecimiento parece contribuir a la regulacion negativa de Cdc42 y a su comportamiento
oscilatorio.

16 Estudio de la relacion de Rga6 con los GEFs de Cdc42

Las dos proteinas GEFs descritas para Cdc42 son Gefl y Scd1; ambas se localizan en las
zonas de crecimiento, polos y septos, donde Cdc42 estd activa y su eliminacion simultanea es
letal, lo que sugiere que Scd1 y Gefl activan a esta GTPasa en sus funciones esenciales (Coll et
al., 2003; Chang et al., 1994; Fukui and Yamamoto, 1988; Hirota et al., 2003). En el caso de la
proteina Scdl, se ha descrito que desempefia un papel aditivo con la proteina GAP Rga4 en el
control de la morfologia celular de S. pombe (Kelly and Nurse, 2011). Para estudiar la relacion
de Rgab con las proteinas GEFs de Cdc42, se estudié en primer lugar la interaccién genética
entre ellos. Asi, se construyeron las cepas mutantes dobles rga6A geflA y rga6A scd1A y se
analizé su comportamiento en ensayos de crecimiento en gota. Ademas, se incluyeron en el
analisis las cepas rgad4A geflA y rgadA scd1A, para poder analizar posibles diferencias entre
ambas proteinas GAPs.

El crecimiento en placa de las distintas cepas mostré que gef1” no presenta interaccién
genética aparente con rga6” o con rga4’. En el caso de scd1’, si se observé interaccidn genética
negativa a 36°C que es ligeramente mayor con rga4” que con rga6” (Figura 53).

rga4A scd1A ®

Figura 53. Estudio de la interaccion genética de Rgab con las proteinas GEFs de Cdc42. Ensayo de crecimiento en
gota en placas de YES de los mutantes dobles rga6A geflA y rga4A geflA (en la parte superior) y de los mutantes
dobles rgabA scd1A y rgad4A scd1A (en la parte inferior). En todos los casos se utilizé como control una cepa silvestre
(wt) y los respectivos mutantes sencillos. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 2-3 dias.

A continuacién, se analizé mediante microscopia el fenotipo de los mutantes dobles
GAPsA GEFsA en cultivos liquidos. Las células geflA son ligeramente mas estrechas que una
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cepa silvestre (Coll et al., 2003) (14.0 um + 0.6 versus 13.9 um £+ 0.8 y 3.6 um + 0.3 versus 3.8
um + 0.3, en el momento de la division celular (n=70 células de cada cepa)). La delecidn
simultanea de gefl’ y de rga4” produce una suma de fenotipos que resulta en células mas
cortas y mas anchas (Kelly and Nurse, 2011). En las células rga6A geflA también se observé un
efecto aditivo de las deleciones simples sobre la morfologia celular (longitud 13.0 um + 0.7
versus 13.3 um £ 0.6 y didmetro 3.8 um + 0.3 versus 4.0 um * 0.3 para rga6A geflA y rga64,
respectivamente, en el momento de la divisién celular (n=70 células de cada tipo)) (Figura 54).
La proteina Gefl se localiza en los polos y en el septo y tiene funciones parcialmente
redundantes con Scd1, como demuestra la letalidad sintética de la delecién doble scd1A geflA
(Coll et al., 2003). En la zona de division, la activacion de Cdc42 parece estar regulada en el
tiempo, dependiendo de Gefl en los momentos iniciales de la citocinesis y posteriormente de
Scd1 para la formacion del septo (Wei et al., 2016). El efecto aditivo sobre la morfologia celular
observado en los mutantes dobles rga4A geflA y rga6A geflA confirma que Gefl, ademas de
participar en el proceso de citocinesis, también debe de participar en la activacion de Cdc42 en
los polos y en el control de las dimensiones celulares. De hecho, la localizacién de Gefl en los
polos se regula por la proteina quinasa Orb6 y en la cepa mutante orb6-25, Gefl se extiende
hacia los lados, lo que conlleva la activacién de Cdc42 y un incremento del didmetro de la
célula (Das et al., 2009).

Figura 54. Morfologia de las cepas mutantes dobles GAPsA GEFsA. Micrografias de contraste diferencial (DIC) que
muestran la morfologia de las cepas silvestre (wt), rga44, rga6A, geflA, rgadA geflA, rga6A geflA, scd14, rgadl
scd1A y rga6A scd1A. Se muestran células en fase logaritmica temprana cultivadas en medio rico a 28°C. Barra:
S5um.
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En ausencia de scd1” las células presentan una morfologia muy redondeada, aunque
siguen polarizadas; el fenotipo redondeado de las células scd1A se acentla en ausencia de
rga4’, lo cual pone de manifiesto el papel aditivo de la proteina GAP Rga4 y del factor GEF Scd1
en el control de la morfologia celular (Kelly and Nurse, 2011). Las células rga6A scd1A también
tienen una morfologia muy redondeada (Figura 54). Sin embargo, resulté dificil determinar si
el fenotipo observado era similar al del mutante sencillo scd14 o si habia un efecto aditivo de
la ausencia de rga6”y de scd1’.

Para acentuar las posibles diferencias morfolédgicas de las cepas mutantes, se utilizd
hidroxiurea, HU, un inhibidor de la ribonucledtido reductasa que bloquea la progresion del
ciclo celular, pero permite que las células sigan creciendo (Sazer and Sherwood, 1990). Tras
cultivar las células durante 5 h en presencia de HU 12 mM, se observé su morfologia mediante
microscopia. Se comprobd que, a diferencia de las células rga4A scd1A que presentan una
morfologia redondeada, el mutante doble rga6A scd1A mantiene el fenotipo ligeramente
polarizado de las células scd1A (Figura 55). Estos resultados sugieren que, a diferencia de Rga4,
Rgab podria depender de Scd1 para controlar la morfologia celular.

Figura 55. La eliminacion de Rga6 carece de efecto en ausencia de Scd1. Micrografias de contraste diferencial (DIC)
que muestran la morfologia de las cepas silvestre (wt), rga44, rga6A, scd1A, rga4A scd1A y rgabA scd1A cultivadas
durante 5 horas en presencia de hidroxiurea (HU) 12 mM en medio rico a 28°C. Barra: 5um.

Ademas del papel aditivo de Rgad4 y de Scdl controlando la morfologia celular de S.
pombe, se ha descrito que su localizacién en la célula es mutuamente independiente (Kelly and
Nurse, 2011). Se analizd si la localizacion de Rga6 podria depender de los factores GEFs de
Cdc42, Gefl y Scd1.

Para realizar estos estudios, se llevé a cabo la integracién de la ORF de rga6’, marcada
en su extremo carboxilo con GFP, en el locus leul” de las cepas leu1-32 ura4-D18 ade- rga6A
geflA y rgabA scdl1A. La proteina Rga6-GFP se expresd bajo el control del promotor y del
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terminador de rga6’, como se describe en el apartado 5.8.2 de Materiales y Métodos. Como
control se utilizé la cepa rga6A que produce la proteina Rga6-GFP integrada en el locus leul”.

Se analizd por microscopia de fluorescencia la localizacién de Rga6-GFP en las cepas
construidas y se observé que tanto en la cepa control como en la cepa sin gefl’, Rga6 se
localiza en la membrana plasmatica formando nodos discretos y su concentracidon disminuye
en los polos de crecimiento. Sin embargo, en las células scd1A los nodos de Rga6 se extienden
uniformemente por toda la membrana plasmatica (Figura 56 A). Para observar con mayor
claridad este defecto en la localizacion de Rga6, se cultivaron las células durante 5 h en
presencia de HU 12 mM. Ello permitié acentuar el fenotipo polarizado de las células scd1A y
observar mejor que Rga6-GFP se extendia por toda la membrana plasmatica (Figura 56 B).
Estos resultados sugieren que la exclusién de Rga6 del polo de crecimiento podria ser
dependiente de la proteina Scdl, un regulador positivo de la GTPasa Cdc42.

A continuacion, se estudid si la localizacion de Scdl podria verse afectada por la
ausencia de rga6’. Para ello se observé la proteina Scd2 marcada en su propio locus con GFP.
Scd2 es una proteina adaptadora de Scdl y ambas son mutuamente dependientes para su
localizacion (Kelly and Nurse, 2011). Scd2-GFP se localiza correctamente en los polos y en el
septo tanto en una cepa silvestre como en la cepa rgabA (Figura 56 C).

>

rga6A rga6A geflA rga6A scd1A

Rga6-GFP

rga6A scd1A
5h HU 12 mM C

Rga6-GFP
Scd2-GFP

Figura 56. Rga6 se localiza homogéneamente por la membrana plasmatica en las células scd1A. A) Micrografias de
fluorescencia de Rga6-GFP integrada en el locus leul” de las células rga64, rga6A geflA, rga6A scd14 y B) en células
rga6A scd1A cultivadas durante 5 horas en presencia de hidroxiurea (HU) 12 mM. Las flechas rojas en las células
rgabA y rgabA geflA seiialan la menor concentracidon de Rga6-GFP en los polos de crecimiento. Las flechas blancas
en las células rga6A scdlA seialan la extension de Rga6 por la membrana plasmatica. C) Micrografias de
fluorescencia de la proteina Scd2-GFP en las células silvestres (wt) y rga6A. En todos los casos se muestran células
en fase logaritmica temprana cultivadas en medio rico a 28°C. Barra: S5um.

Se analiz6 también la localizacion de Scd2-GFP y de CRIB-GFP en células que
sobreexpresaban rga6” o rga4”. Se utilizé el vector integrativo pJK-148 para integrar la ORF de
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rga6’, bajo el promotor nmti1, en el locus leul” de las cepas rga6A scd2-GFPy rga6/A CRIB-GFP,
como se describe en el apartado 5.8.1 de Materiales y Métodos. Del mismo modo se realizd la
sobreexpresion integrada de rga4” en el genoma de las cepas rga4A scd2-GFP y rga4/ CRIB-
GFP. Se confirmé asi que Scd2, y por extension Scdl, se localiza exclusivamente en el polo de
crecimiento donde la GTPasa Cdc42 estd activa (Figura 57).

Scd2-GFP CRIB-GFP

OE.rga6*

Figura 57. En la sobreexpresién de rga6’ y de
rga4’, Scd1 activa a Cdc42 en el polo que crece.
Micrografias de fluorescencia de Scd2-GFP y CRIB-
GFP en células que sobreexpresan rga6” (paneles
superiores) o rga4” (paneles inferiores). Las células
se cultivaron durante 22 h sin tiamina a 28°C.
Barra: Spum.

OE.rga4*

Estos resultados sugieren que la localizacidon de Scd2, y por extensidon de Scdl, no
depende de Rgab ni de Rga4.

Finalmente, para analizar posibles diferencias entre las proteinas GAPs Rga6 y Rga4
respecto a su relacién con los GEFs de Cdc42, se estudid si la ausencia de gefl” o de scd1”
podria alterar el fenotipo observado en la sobreexpresién de rga6” o de rga4’. Se cultivaron las
células durante 22 h en ausencia de tiamina y mediante microscopia se observé su morfologia.
En ausencia de gefl” no se observaron cambios en el fenotipo de sobreexpresién de rga6’
(Figura 58 A). En el caso de rga4’, la morfologia no varié pero se observé un porcentaje mas
elevado de células septando, lo cual sugiere que la sobreexpresion de rga4” acentua el defecto
de citocinesis que presentan las células gef1A. En ausencia de scd1” ni la sobreproduccion de
Rgab ni la de Rga4 produjeron el fenotipo caracteristico. En ambos casos se observaron células
redondeadas debido a la delecidén de scd1’. Sin embargo, en el caso de Rga4 se observaron
algunas células puntiagudas que han sido capaces de polarizar, mientras que eso no sucede
con la sobreproduccidn de Rga6 (Figura 58 A).

Estos resultados podrian indicar que Rga6 requiere la presencia de Scd1 para ejercer su
efecto mientras que, como ya se ha descrito (Kelly and Nurse, 2011), la funcidn de Rga4 es
independiente de este GEF.

Se analizé también como se localiza la proteina GAP Rga6 sobreproducida en ausencia
de scd1’. Para ello, se llevd a cabo la integracidn de Pnmt1-GFP-rga6” en el locus leul” de la
cepa scd1A rga6A. Como control se utilizd la sobreexpresion integrada de GFP-rga6” en las
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células rgabA. Se cultivaron las células durante 22 h en ausencia de tiamina y se observo la
localizacién de GFP-Rga6 sobreproducida. Mientras que en las células control GFP-Rga6 se
localiza por toda la membrana plasmatica y sus niveles disminuyen en el polo de crecimiento,
en la cepa scd1A se observd que la proteina GAP se localiza uniformemente por toda la
membrana plasmatica de las células redondas (Figura 58 B).

A)

gefiA scd1A

OE.rgad*

OE. GFP-Rga6 ~—

Figura 58. Relacidn funcional de las proteinas Rga6 y Rga4 con las proteinas GEFs de Cdc42. A) Micrografias de
fluorescencia de células geflA y scd1A tefiidas con calcoflior que sobreexpresan rga6’ (parte de arriba) y rga4’
(parte de abajo) integrados en el locus leul®. B) Micrografias de fluorescencia de células control (wt) y scd14 que
sobreexpresan GFP-rga6’ integrado en el locus leul”. Las flechas rojas sefialan la menor concentracién de GFP-Rga6
observada en el polo de crecimiento. Las flechas amarillas sefialan la extensién de GFP-Rga6 por la membrana
plasmatica en ausencia de scd1”. Las células se cultivaron durante 22 h sin tiamina a 28°C. Barra: Spum.

Este resultado sugiere que la exclusién de la proteina GAP Rga6 del polo de
crecimiento podria ser dependiente de Scdl, una proteina reguladora positiva de la GTPasa
Cdc42.

17 Relacion de Rga6 con la formina For3

Los resultados presentados sugieren que los niveles disminuidos de Rga6 en los polos
de crecimiento podrian estar relacionados con las proteinas Scdl y For3 ya que, tanto en
ausencia de scd1® como de for3’, se observa una localizacién homogénea de Rga6 por toda la
membrana plasmatica (Figuras 37 By 56 B). La formina For3 es localizada y activada por Cdc42
(Martin et al., 2007) y estd implicada en la formacion de los cables de actina en interfase. Estos
cables participan, junto con las miosinas de tipo V (Myo51 y Myo52), en el movimiento de las
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vesiculas secretoras hacia las zonas de crecimiento activo (Feierbach and Chang, 2001; Motegi
et al., 2001). Se ha descrito que For3 estd menos concentrada en los polos de las células rga4A
(Das et al., 2007). Del mismo modo, For3 y la miosina Myo52 parecen estar ligeramente mas
dispersas en los polos de las células rga6A que en los de las células silvestres (Figura 59). Se
realizd también una tincidon de actina en las células silvestres y en las células rga6A. Sin
embargo, no se observaron variaciones significativas ni en los cables ni en los parches de
actina (Figura 59).

Tincion Actina

For3-3GFP

Myo52-GFP

<

Figura 59. Relacidn de las proteinas Rga6 y For3. Micrografias de fluorescencia que muestran la proyeccidon maxima
de varios planos en el eje Z de la localizacién de For3-3GFP, Myo52-GFP vy la tincidn del citoesqueleto de actina en
células silvestres (wt) y rga6A. Las flechas rosas en las células silvestres sefialan la localizacidon definida de For3-
3GFP y Myo52-GFP en los polos. Las flechas amarillas sefialan la dispersion de For3 y de Myo52 en los polos de las
células rga6A. Las células observadas estaban en fase logaritmica de crecimiento en medio YES a 28°C.

Para ver si existia interaccidon genética entre Rga6 y la proteina For3, se construyo la
cepa mutante doble for3A rga6A y se realizé un ensayo de crecimiento en gota. Se incluyd en
el analisis la cepa for3A rga4A para poder analizar posibles diferencias entre ambas proteinas
GAPs respecto a su relacion con la proteina efectora de Cdc42, For3. El crecimiento en placa de
las cepas a distintas temperaturas mostré que los mutantes dobles for3A4 rga6A y for3A rgad4A
crecen peor que las deleciones simples a altas temperaturas, siendo la interaccidén genética
negativa entre rga6” y for3” mayor a la observada entre rga4” y for3* (Figura 60 A).

Se analizé mediante microscopia el fenotipo de las células en cultivos liquidos y se
observé en los mutantes dobles un aumento de la lisis celular respecto a los mutantes simples.
De nuevo, aunque tanto la delecién de rga6’ como la de rga4” agrava el fenotipo de las células
for34, el efecto es mucho mas marcado en las células for3A rga6A (Figura 60 B y C).

Se estudié también si la ausencia de for3” podria alterar el fenotipo de sobreexpresion
de rga6’. También se incluyd en el analisis la sobreexpresion de rga4’ para seguir analizando
posibles diferencias entre ambas proteinas GAPs respecto a su relaciéon con For3. Se utilizé el
vector pJK-148 para integrar Pnmt1-rga6” o Pnmtl-rga4” en el locus leul” de las cepas for3A
rgabA o for3A rgad4, respectivamente. Se cultivaron las células durante 22 h en ausencia de
tiamina y mediante microscopia se observé su morfologia. El fenotipo de sobreexpresion de
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rga4’ se mantiene en las células for3A. Sin embargo, la sobreexpresién de rga6’ en ausencia de

for3” da lugar a células redondeadas (Figura 61).
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Figura 60. Interacciones genéticas de rga6” y rga4” con for3’. A) Ensayo de crecimiento en gota en placas de YES de
las cepas mutantes dobles for34 rgadA vy for3A rga6A. Se utilizaron como control una cepa silvestre (wt) y las
respectivas cepas mutantes parentales. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 2-3 dias. B)
Micrografias de fluorescencia de las cepas del apartado anterior tefiidas con calcofltor. Las flechas blancas sefialan
las acumulaciones de calcofltor en el interior de las células muertas. Se muestran células creciendo en fase
logaritmica en medio rico a 28°C. Barra: 5um. C) Porcentaje de lisis celular observado a 28°C en las cepas mutantes

sencillas y dobles.

for3A rga6A

Figura 61. El fenotipo morfolégico de la
sobreexpresion de rga6” se suprime en
las células for3A. Micrografias de
contraste diferencial (DIC) de células
rga6bA y for3A rgabA que sobreexpresan
rga6’ (parte de arriba) y de células rga44
y for3A rgad4A que sobreexpresan rga4”
(parte de abajo), integrados en el locus
leul”. Las células se cultivaron durante 22
h sin tiamina a 28°C. Barra: 5um.
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Como era previsible, la proteina GFP-Rga6 sobreproducida se localiza
homogéneamente por toda la membrana plasmatica en ausencia de for3” y sus niveles no
disminuyen en el polo de crecimiento, como ocurre en las células silvestres (Figura 62).

rga6A for3A rga6A

OE. GFP-Rga6

Figura 62. Rga6 sobreproducida se localiza homogéneamente por la membrana plasmatica en las células for3A.
Micrografias de fluorescencia de células rga6A y for3A rga6A que sobreexpresan GFP-rga6’ integrado en el locus
leul®. Las flechas rojas sefialan la menor concentracién de GFP-Rga6 observada en el polo de crecimiento. Las
flechas amarillas sefialan la extensién de GFP-Rga6 por la membrana plasmatica en ausencia de for3. Las células se
cultivaron durante 22 h sin tiamina a 28°C. Barra: 5um.

Este resultado sugiere de nuevo que la exclusién parcial de Rga6 de las zonas de
crecimiento podria depender de la llegada de vesiculas a través de los cables de actina
formados por For3, que suponen tanto un aporte de nueva membrana como de las proteinas
asociadas a ella.

En el control de la morfologia celular realizado por Cdc42 son fundamentales dos
procesos. Por un lado, los cables de actina formados por For3 que facilitan la secrecion
polarizada y por otro, la fusién de las vesiculas de secrecidon con la membrana plasmatica
mediada por el complejo proteico denominado exocisto, cuya localizacién esta regulada por
Cdc42 (Bendezu and Martin, 2011; Estravis et al., 2011). Sin embargo, hasta la fecha no esta
claro como Cdc42 regula este complejo proteico. Se contemplé la posibilidad de que la mayor
interaccion genética observada entre Rga6 y For3 pudiera ser debida a un papel diferencial de
Rgab y Rgad controlando la funcion de Cdc42, en relacion con esta formina y con el exocisto.
Para estudiar esta hipdtesis se analizé la relacidn entre cada proteina GAP y los componentes
del exocisto Exo70, Sec3 y Sec8.

La composicion del complejo del exocisto estd muy conservada en los organismos
eucariotas y consta de 8 subunidades Unicas: Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 y
Exo84. En la levadura de fision todas son esenciales, salvo Exo70, cuya delecion es viable a
temperaturas inferiores a 36°C. Por ello se utilizaron cepas mutantes termosensibles de sec3 y
sec8 vy la delecidn de exo70. A la temperatura restrictiva de 36°C, las células exo70A y las cepas
termosensibles sec3-2 y sec8-1 tienen defectos en la degradacion del septo, lo que genera
células multiseptadas y defectos generales de secrecién (Bendezu et al., 2012; Jourdain et al.,
2012; Wang et al., 2002).

Se construyeron mutantes dobles de estas cepas y rgabA o rga4A y se estudid la
interaccion genética mediante ensayos de crecimiento en gota. En ninglin caso se observaron
diferencias significativas entre los mutantes dobles y los simples de los componentes del
exocisto analizados (Figura 63). Se analizé mediante microscopia el fenotipo de las células en
cultivos liquidos. En todos los mutantes dobles, con independencia de la proteina GAP
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ausente, se observé un fenotipo aditivo de multiseptacién y células mds anchas y cortas
(Figura 64).

YIS
@ & g 2 :
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Figura 63. Estudio de la posible relacion funcional entre las proteinas GAPs y los componentes del exocisto.
Ensayo de crecimiento en gota en placas de YES de las cepas mutantes dobles sec3-2 rga6A y sec3-2 rga4A (panel
superior), exo70A rga6A y exo70A rga4A (panel central) y sec8-1 rga6A y sec8-1 rga4A (panel inferior). En todos los
casos se utilizaron como control una cepa silvestre (wt) y las respectivas cepas mutantes parentales. Las placas se
incubaron a las temperaturas indicadas durante 2-3 dias.

sec3-2 exo70A

Calcoflaor

Figura 64. Estudio de la posible relacion funcional entre las proteinas GAPs y los componentes del exocisto.
Micrografias de fluorescencia de la tincidn con calcofltor de las células utilizadas en la Figura 63 incubadas a 36°C

durante 4 h. Barra: 5um.
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En funcién de los resultados de estos experimentos genéticos inciales, no se han
encontrado evidencias que permitan concluir que las diferencias observadas entre los
mutantes dobles for3A rga6A y for3A rga4A sean debidas a un papel diferencial entre Rga6 y
Rga4 controlando la funcién de Cdc42 en su regulacion del exocisto.

18 Intercambio de los dominios GAPs de Rga6 y de Rga4d

Los resultados descritos indican que Rga6 es una nueva proteina reguladora GAP de
Cdc42 que regula, junto con Rga4, las dimensiones celulares de S. pombe. A pesar de las
similitudes entre ambas proteinas GAPs, se observan ligeras diferencias en sus fenotipos de
delecion y de sobreexpresién. Para determinar si las diferencias observadas entre ambas
proteinas GAPs eran debidas a una regulacion distinta sobre Cdc42 en el espacio y/o en el
tiempo, se intercambiaron los dominios GAPs de Rga6 y Rga4 y se analizo tanto la localizacién
de las nuevas proteinas generadas como su repercusion sobre la morfologia celular. Utilizando
como referencia las Argininas importantes para la actividad GAP que estdn conservadas en
Rgab y Rgad y en funcién de la similitud de la secuencia de aminoacidos con otros dominios
GAPs, se delimité el dominio GAP de Rgab6 entre los aminoacidos 329 y 547 de la proteina y el
dominio GAP de Rga4d entre los aminodacidos 758 y 933 (Figura 43 A). El intercambio de las
secuencias que codifican los dominios GAPs en las ORFs de rga4’ y de rga6” se realizé tal y
como se describe en el apartado 5.8.4 de Materiales y Métodos y a todas las construcciones se
le fusiond, en fase de lectura y en el extremo 3’, la secuencia codificante de la proteina GFP. La
ORF rga6'GAPrga4® marcada con GFP se integrd, bajo el control del promotor y terminador de
rga6’, en el locus leul” de una cepa rga6A y la ORF rga4'GAPrga6” marcada con GFP se
integrd, bajo el control del promotor y terminador de rga4’, en el locus leul” de una cepa
rgadA. Se utilizaron como control las cepas que llevan las proteinas Rga6-GFP o Rga4-GFP
integradas en el locus leul” (Figura 65).

A
]|  |GAPRgae |  [=[NGRTT
laa 187 253 329 547 700'733aa Rga6-GFP
Al BT
laa 187 253 329 504 657 ' 690aa Rga6-GAPRga4 -GFP
B
um |um
laa22 80 129 758 933aa Rga4-GFP
um [um
laa22 80 129 758 976aa Rgad-GAPRga6 -GFP

Figura 65. Esquema de las proteinas quiméricas de Rga6 y Rgad. A) Esquema de Rga6-GFP y de la quimera Rga6-
GAPRga4-GFP, en la cual se ha reemplazado el dominio GAP de Rga6 (219 aa) por el dominio GAP de Rga4 (176 aa).
B) Esquema de Rga4-GFP y de la quimera Rga4-GAPRga6-GFP, en la cual se ha reemplazado el dominio GAP de Rga4
por el dominio GAP de Rgab. La regidn rica en serinas se representa de color amarillo, los dominios LIM de Rga4 de
color anaranjado, la region polibasica de Rga6 (PBR) de color rosa y los dominios GAPs de Rga6 y de Rga4 de color
lila o rojo, respectivamente. La proteina GFP se representa de color verde.
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Mediante andlisis por Western-blot se confirmd la expresidon y el tamano de las
diferentes proteinas quiméricas de Rga6 y de Rga4 (Figura 66 A y D).

La proteina Rga6 con el dominio GAP de Rga4 era funcional ya que la cepa generada no
presentd defectos morfolégicos. Ademas, la quimera se localizé correctamente en la
membrana plasmatica y se observd una menor concentracion de la proteina en los polos de
crecimiento, como sucede en la cepa que produce Rga6-GFP (Figura 66 By C).

Por el contrario, la proteina Rga4 con el dominio GAP de Rga6 no fue funcional ya que
las células de la cepa generada presentaron defectos morfoldgicos similares a los de la
delecién de rga4’. Ademas, la localizacién de la quimera era mayoritariamente citoplasmica,
aunque se observd una fluorescencia leve de la proteina quimérica en los laterales de las
células y en la zona de division (Figura 66 E).
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Figura 66. La quimera Rga6 con el dominio GAP de Rga4 es funcional, por el contrario, la proteina Rga4 con el
dominio GAP de Rgab no es funcional. A) Western-blot de Rga6 y de la quimera Rga6-GAPRga4 marcadas con GFP.
Como control de carga se determind la actina en esos mismos extractos. B) Micrografias de fluorescencia de células
rgabA que producen Rga6-GFP o Rgab6-GAPRga4-GFP. Las flechas sefialan la menor concentracidn de las proteinas
en los polos de crecimiento. C) Medidas de longitud (izquierda) y diametro (derecha) de células de las cepas del
apartado anterior. Se midieron también las cepas silvestre (wt) y rga64, como valores de referencia. Las medidas
fueron realizadas con el programa Image J y se consideran sélo células en proceso de division (n= 80 células de cada
cepa). El circulo central representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e inferior de los rectangulos se
corresponden con el valor de la media * la desviacion estandar y los extremos de las lineas son valores maximos y
minimos. Se realizé la prueba t de Student para calcular la significacidén estadistica de los valores obtenidos en las
células que expresan Rga6-GFP y los obtenidos con la quimera Rga6-GAPRga4-GFP: * p < 0.05. D) Western-blot de la
proteina Rga4 y de la quimera Rga4-GAPRga6 marcadas con GFP. Como control de carga se determiné la actina en
esos mismos extractos. E) Micrografias de fluorescencia de células rga44 que llevan Rga4-GFP o Rga4-GAPRga6-GFP
integradas en el locus leu1’. Barra: 5pm.
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Estos resultados sugieren que los dominios GAP de Rga6 y Rga4 son intercambiables
en cuanto a su funcion reguladora de Cdc42 pero el dominio GAP de Rga4 o el plegamiento de
la proteina entorno a este dominio, son necesarios para su localizacién correcta en la
membrana lateral y no son reemplazables por el dominio GAP de Rga6.

18.1 Estudio de la funcionalidad de la quimera Rga6-GAPRga4

Para estudiar con mas detalle la funcionalidad de la quimera Rga6-GAPRga4, se utilizo
como fondo genético la cepa mutante doble rga4A rga6A. Mediante microscopia de
fluorescencia se observd que esta quimera, al igual que la proteina Rga6-GFP entera, se
localiza correctamente y revierte el fenotipo redondeado que caracteriza a la cepa mutante
rgadA rga6A (Figura 67 A).
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Figura 67. Estudio de la funcionalidad de la quimera Rga6 con el dominio GAP de Rga4, utilizando como fondo
genético la cepa mutante rgad4A rga6A. A) Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP o la quimera Rga6-GAPRga4-
GFP integradas en el locus leu1’ de células rga4A rga6A. Las flechas rojas sefialan la menor concentracién de ambas
proteinas en los polos de crecimiento. Las flechas amarillas sefialan células en el momento de la divisidn celular.
Barra: 5um. B) Medidas de longitud (arriba) y diametro (abajo) de células de las cepas del apartado anterior. Se
midieron también las cepas silvestre (wt), rga44, rga6A y rga4A rga64, como valores de referencia. Las medidas
fueron realizadas con el programa Image J y se consideran sélo células en proceso de division (n= 70 células de cada
cepa). El circulo central representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e inferior de los rectangulos se
corresponden con el valor de la media * la desviacién estandar y los extremos de las lineas son los valores maximos
y minimos. Se realizé la prueba t de Student para calcular la significacion estadistica de los valores obtenidos en las

células rga44 rga6A que llevan la proteina Rga6-GFP o la proteina quimera Rga6-GAPRga4-GFP, respecto a los de la
cepa rgadd rgabA: **** p < 0.0001.

Analizando en detalle las medidas de longitud de las células, se observd que la
proteina Rga6-GFP recuperaba el fenotipo de delecién de rga6” en las células rgad4A rga6A,
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qgue tenian dimensiones similares a las de las células rga4A (12.9 um £ 0.9y 12.9 um £ 0.8,
respectivamente). Sin embargo, la quimera Rga6-GAPRga4 parecia recuperar el fenotipo de
delecién de rga4” en la estirpe rga4A rga6A y las dimensiones de las células eran similares a las
de rga6A (13.2 um £ 0.7 y 13.2 um + 0.8, respectivamente) (Figura 67 B).

Estos resultados sugieren que las diferencias observadas entre las proteinas GAPs Rgab
y Rgad, respecto al control de la morfologia de S. pombe, podrian deberse no tanto a su
localizaciéon diferente en la membrana plasmatica, sino a una regulacion distinta de la GTPasa
Cdc42, con una contribucién mayor de Rga4 en el control de las dimensiones celulares. Sin
embargo, se requerirdn experimentos adicionales para apoyar esta hipdtesis.

19 Estudio del efecto sobre la morfologia celular de la
localizacion dirigida de Rga6 a los polos

El estudio de la proteina reguladora GAP Rgab reveld por un lado, que su localizaciéon
en la membrana plasmatica depende de la regién polibdsica situada en el extremo C-terminal y
por otro, que su menor concentracion en los polos de crecimiento depende del extremo N-
terminal de la proteina. Partiendo de estos resultados, se analizé el posible efecto que podria
tener sobre la morfologia celular la presencia de Rga6 exclusivamente en los polos.

Para lograr la localizacién dirigida de Rgab6 a los polos de la célula, se utilizé el extremo
N-terminal de la proteina GAP Rga2, descrito como necesario y suficiente para la localizacién
de la proteina en los polos celulares (Villar-Tajadura et al., 2008). Rga2 regula negativamente a
la GTPasa Rho2 y es capaz de interaccionar con Cdc42 aunque no lo regule negativamente
(Villar-Tajadura et al., 2008).
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Figura 68. Esquema de las proteinas quiméricas de Rga6 y de Rga2. A) Quimeras formadas por el extremo N-
terminal de Rga2 (rectangulo rosa) fusionado, en fase de lectura (+), a la versién truncada de Rga6 AC-term1, que
carece de la region PBR, o a la version truncada de Rga6 AN-term2-AC-term1, que carece del extremo N-terminal y
de la PBR. Las quimeras llevan GFP (verde) en su extremo C-terminal. B) Proteina control formada por el extremo N-
terminal de Rga2 fusionado a GFP.
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Se utilizé el extremo N-terminal de la proteina Rga2 para construir nuevas cepas de S.
pombe que producian quimeras de Rga6 localizadas en los polos. Para evitar la localizacion de
Rgab en la membrana plasmatica de la célula, se utilizé la version truncada de Rga6 AC-term1l
que carece de la regidn polibdsica (PBR) y se localiza en el citoplasma de la célula. Se
construyeron dos quimeras, una que lleva toda la proteina Rga6 excepto la PBR y otra en la
gue Rgab carece tanto del extremo N-terminal como de la PBR. Las dos quimeras y la proteina
control (extremo N-terminal de Rga2, N-term gg.,) se fusionaron en su extremo C-terminal a la
proteina GFP (Figura 68 A y B). La integracion de las ORFs quiméricas, bajo el control del
promotor y del terminador de rga6’, se realizé en el locus leul” de una cepa rga6A utilizando
el vector pJK-148, como se describe en el apartado 5.8.5 de Materiales y Métodos. Se analizd
por microscopia de fluorescencia la localizacién de las distintas quimeras, asi como la
morfologia de las células rgabA que las expresaban.
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Figura 69. Estudio del efecto sobre la morfologia celular de la localizacion dirigida de Rga6 a los polos. A)
Micrografias de fluorescencia de la proteina control N-term g.,,-GFP y las quimeras N-term g,,,-Rga6-GFP AC-term1y
N-term gg,>-Rga6-GFP AN-term2 - AC-term1l, integradas en el locus leul” de células rga6A y tincién de las mismas
células con calcofluor. Las flechas rojas sefialan la localizacion de las proteinas en los polos. Las flechas amarillas
sefialan células septando. Barra: 5um. B) Medidas de longitud (arriba) y diametro (abajo) de células de las cepas del
apartado anterior. Se midieron también las cepas silvestre (wt) y rga64, como valores de referencia. Las medidas
fueron realizadas con el programa Image J y se consideran sélo células en proceso de division (n= 70 células de cada
cepa). El circulo central representa la media, cuyo valor se indica; los limites superior e inferior de los rectangulos se
corresponden con el valor de la media + la desviacidn estandar y los extremos de las lineas son los valores maximos
y minimos. Se realizé la prueba t de Student para calcular la significacion estadistica de los valores obtenidos en las
células rga6A que producen la proteina control o las quimeras, respecto a los valores obtenidos en la cepa rga6A:
n.s.=p>0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001.
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Se confirmé la localizacién en los polos celulares de la proteina control N-term gg,,-GFP
que no provocd ningun efecto sobre la morfologia celular, ya que las células eran similares a
las células rga6A (Figura 69 Ay B). Las quimeras N-term gq,-Rga6-GFP AC-term1 y N-term gga,-
Rgab6-GFP AN-term2 AC-term1 también se localizaron en los polos de las células; sin embargo,
en estas cepas se observd mayor sefial de fluorescencia en el citoplasma y menor en la
membrana, respecto a la observada en la cepa con la proteina control N-term g,,,-GFP (Figura
69 A).

El andlisis de las dimensiones celulares en el momento de la divisidn mostré que las
células que producen las quimeras de Rga6 localizadas en los polos son mas cortas que las
células rga6bA, siendo este fenotipo mas marcado en el caso de la quimera que carece del
extremo N-terminal de Rga6 (Figura 69 B). El extremo N-terminal de Rga6 participa en la
disminucién de los niveles de esta proteina en los polos de crecimiento, por ello, en ausencia
de dicho extremo los niveles de la proteina quimérica podrian estar aumentados en los polos y
esto podria suponer una mayor regulacion negativa de Cdc42 que influiria en la morfologia de
la célula. Por tanto, estos resultados sugieren que la presencia de Rga6 en los polos disminuye
el crecimiento polarizado.
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Discusion

La morfogénesis constituye, junto con el crecimiento y la diferenciacion celular, uno de
los aspectos mas importantes del desarrollo de un organismo. La forma celular es debida al
crecimiento polarizado y es necesaria para el funcionamiento correcto de muchas células.
Algunas de las principales moléculas implicadas en la seleccién y el mantenimiento de las
zonas de crecimiento polarizado, tales como las GTPasas de la familia Rho, estan conservadas
desde las levaduras a los mamiferos, sugiriendo que los mecanismos bdsicos de polarizacion
celular se han mantenido a lo largo de la evolucién. Una de las claves en el funcionamiento de
las GTPasas es su interaccidon con proteinas reguladoras GAPs, GEFs y GDIs que modulan las
transiciones entre los distintos estados de activacion de las proteinas G pequefas. A menudo,
estos factores reguladores son proteinas multidominio que ademas de interaccionar con las
GTPasas, interaccionan con otras proteinas o con las membranas. Gracias a ello, estas
proteinas reguladoras, ademas de cambiar el estado de activacidn de las GTPasas, contribuyen
a regular su localizacién subcelular, pudiendo influir en la especificidad de su accién (Bos et al.,
2007).

Cdc42 es esencial para la viabilidad celular. Se localiza tanto en la membrana
plasmatica como en las membranas internas y es la GTPasa implicada en el control del
crecimiento celular polarizado de S. pombe (Miller and Johnson, 1994). Como todas las
GTPasas de la familia Rho, la sefializaciéon de Cdc42 esta regulada por proteinas activadoras,
GEFs, e inhibidoras, GAPs. En la levadura de fisidn, el control espacial de la activacion de Cdc42
determina su morfologia celular. Los GEFs, Scdl y Gefl, se localizan en las zonas de
crecimiento, polos y septo, donde Cdc42 estd activa (Coll et al., 2003; Hirota et al., 2003). La
Unica proteina GAP de Cdc42 descrita hasta el comienzo de este trabajo, Rga4, se localiza en la
membrana lateral de la célula, en las zonas sin crecimiento, donde Cdc42 esta inactiva (Tatebe
et al., 2008). Scd1l, junto con Rga4, tienen papeles aditivos controlando la morfologia celular
(Kelly and Nurse, 2011). Gef1 esta implicada en el proceso de citoquinesis y participa en NETO
(New End Take Off), la transicién del crecimiento monopolar a bipolar (Coll et al., 2003).
Recientemente se ha descrito que la activacion de Cdc42 por sus proteinas GEFs en la zona de
division depende de Gefl en los momentos iniciales de la citocinesis y posteriormente de Scd1
para la formacion del septo (Wei et al., 2016).

En este trabajo se ha estudiado el papel que desempefia la proteina GAP Rga6 en el
control de la morfologia celular de S. pombe y su relacion con la GTPasa Cdc42.

Rgab es una proteina reguladora GAP de Cdc42 que participa, junto con Rga4,
en el control de las dimensiones celulares de S. pombe

La proteina Rga6 tiene un dominio RhoGAP en su estructura y presenta homologia de
secuencia con dos proteinas GAPs de S. cerevisiae, Sac7 y Bem3, que regulan a Rhol y Cdc42,
respectivamente (Schmidt et al., 1997; Zheng et al., 1994). Rga6 participa en el control de la
morfologia y de las dimensiones celulares de S. pombe puesto que las células rgabA son
ligeramente mas cortas y mas anchas que las células silvestres. La sobreexpresion de rga6”
también altera la morfologia celular, generando células que se alargan y estrechan por el Unico
polo de crecimiento.
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Estos fenotipos son similares a los descritos para la proteina Rga4, el Unico regulador
GAP de Cdc42 conocido hasta este momento. En base a esta observacion, se realizé la delecion
conjunta de ambas proteinas GAPs, Rgad y Rga6. Se observd que las células mutantes dobles
rgad4A rgabA aunque estaban polarizadas, mostraban una morfologia redondeada que no se
observa en los mutantes parentales sencillos. Este resultado permitié concluir que Rga6 y Rgad
tienen un papel aditivo en el control de la morfologia celular de S. pombe. Ademas, en la cepa
mutante doble rga4A rga6A4, la GTPasa Cdc42 activa y su proteina efectora, For3, perdian su
localizacién definida en los polos celulares y se extendian por la membrana plasmatica. Estos
resultados sugerian que las proteinas GAPs Rga6 y Rga4 contribuyen a restringir la activacionyy,
en consecuencia, la sefializacién de la GTPasa Cdc42 a los polos celulares. Esta hipétesis se
confirmé tras observar que en ausencia de rga6’ y de rga4” otras proteinas, como el factor de
polaridad Teal, permanecian correctamente localizadas. Se descarto asi la posibilidad de que
la forma redondeada de las células rga44 rga6A pudiera tener un efecto general sobre la
localizacién de todas las proteinas, independientemente de su relacién con Cdc42.

Posteriormente se confirmd por métodos bioquimicos que Rgab6 tenia actividad GAP in
vivo sobre la GTPasa Cdc42. Ademds, se observd que la sobreexpresién de rga6® con una
mutacion en la Arginina 354 conservada del dominio RhoGAP, que participa en la actividad
catalitica, no daba lugar al fenotipo morfolégico de sobreexpresiéon de rga6®. En conjunto,
estos resultados permitieron concluir que el papel de Rga6 en el control de la morfologia
celular de S. pombe se realiza mediante su actividad GAP sobre la GTPasa Cdc42.

Resultados previos del laboratorio, recogidos en la Tesis Doctoral de Maria Antonia
Villar Tajadura (2009), ya habian demostrado mediante un ensayo de doble hibrido que Rga6
interacciona con la forma constitutivamente activa de la GTPasa Cdc42. Ademas, en estos
ensayos también se observd interaccidn entre Rgab6 y las formas constitutivamente activas de
las GTPasas Rho2 y Rho3. En dicho trabajo de tesis doctoral (2009) se pudo comprobar la
actividad GAP de Rga6 sobre Rho2, pero no se observo actividad GAP sobre la GTPasa Rho3,
implicada en la secrecion polarizada (Nakano et al., 2002; Wang et al., 2003).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, para descartar que el papel de Rga6 en el
control de la morfologia celular pudiese ser debido a su funcion como GAP de Rho2 o a su
interaccion con Rho3, se construyeron las cepas mutantes rga4A rga6A rho2A y rgadA rga6A
rho3A. Ninguno de los triples mutantes recuperaba completamente el fenotipo de la cepa
silvestre. Las diferencias observadas en la morfologia celular del mutante doble rga4A rga6A,
respecto al mutante triple rga4A rgabA rho2A, podrian ser debidas a problemas afiadidos en la
pared y en la integridad celular debidos a la ausencia de rho2” (Calonge et al., 2000). En el caso
de la cepa rgad4A rga6A rho3A, las células mostraron una morfologia menos redondeada que la
observada en el mutante doble rga4A rga6A. El hecho de que la GTPasa Rho3 tenga funciones
parcialmente redundantes con Cdc42 controlando la secrecion celular (Estravis et al., 2011)
podria explicar el fenotipo observado en este triple mutante. Asi, la disminucién de la
secreciéon debida a la ausencia de Rho3 en las células rga4A rga6A rho3A podria compensar el
aumento de secrecién provocado por un nivel mayor de activacidon de la GTPasa Cdc42 en la
cepa rgadl rgabA.
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Rgab se localiza en la membrana plasmatica y la disminucién de sus niveles en
los polos de crecimiento depende de los cables de actina nucleados por For3

El estudio de la localizacidn de Rga6 mostrd que se localiza en la membrana plasmatica
formando nodos discretos y su concentracidn disminuye en los polos en crecimiento. También
se observd que la localizacion de Rga6 no es igual a la localizacién de la proteina Rga4. Aunque
ambas proteinas se localizan en los lados de la célula, donde no hay Cdc42 activa, la
visualizacidn simultdnea de Rga4-RFP y Rga6-GFP permitié demostrar que Rga4 y Rga6 no
forman parte de los mismos nodos. Ademas, Rga6, a diferencia de Rga4, se extiende mucho
mas en la membrana plasmatica llegando hasta los polos, en los que Rga4 esta practicamente
ausente. Por otro lado, Rga6 y Rga4 no dependen una de la otra para su localizacién. Incluso
en las células que sobreexpresan rga6’, en las que se produce un claro ensanchamiento del
polo que no crece, se observd que Rga4d estaba correctamente localizada en las zonas laterales
de la célula. Rga4 es ,hasta el momento, la Unica proteina reguladora negativa descrita para la
GTPasa Cdc42 (Tatebe et al., 2008). Su localizacion en los lados de la célula es importante para
el crecimiento polarizado ya que inhibe el crecimiento y permite la activacién localizada de
Cdc42 en los polos celulares por las proteinas GEFs (Kelly and Nurse, 2011). El hecho de que en
las células que sobreexpresan rga6’ la morfologia esté alterada, aunque la localizacién de Rga4
sea correcta, pone de manifiesto que Rga4, por si sola, no es capaz de controlar las
dimensiones celulares de S. pombe.

La especificidad de los diferentes nodos corticales con los que interaccionan Rga4 o
Rgab podria estar definida por la composicién proteica y no lipidica de los mismos puesto que,
en ensayos de unién de ambas proteinas GAPs a fosfolipidos embebidos en un soporte sélido
(PIP-Strips, Echelon Biosciences P-6001), se observd que tanto Rgab como Rga4 se unian
mayoritariamente al fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) (Figura 70). El PI3P es un fosfoinositido
que esta presente en endosomas tempranos y esta implicado en la regulacién del trafico de
membranas y la sefializacién celular (Gillooly et al., 2001; Schink et al., 2013). Se observo
ademads que la union de Rga6 al PI3P se reducia considerablemente cuando el ensayo se
realizaba con la version truncada de Rga6 AC-terml, que carece de su regién polibasica,
necesaria para la localizacién de esta proteina en la membrana plasmatica (Figura 70).

Aunque Rga6-GFP tiene una localizacién definida en la membrana plasmatica
formando nodos, podria también estar presente en membranas intracelulares, concretamente
en endosomas. Varios resultados apoyan esta observacién. Por un lado, en la Tesis Doctoral de
la Dra. Maria Antonia Villar Tajadura (2009) se mostrd, mediante un fraccionamiento
subcelular utilizando un gradiente continuo de sacarosa, que tanto Rga6 como Rga4d se
localizan en la membrana plasmatica y los endosomas (Figura 71). Por otra parte, como ya se
ha mencionado, en este trabajo se observd que tanto Rgab como Rga4 se unen al
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) (Figura 70), un fosfoinositido que estd presente en
endosomas tempranos (Gillooly et al., 2001). Estos resultados podrian indicar que Rga4 y Rga6
ejercen su funcién de regulacién de la GTPasa Cdc42 en endosomas. En este sentido, también
se ha descrito que la fraccién subcelular de la GTPasa Ras1 situada en endomembranas es la
que participa en el control de la morfologia celular mediante la regulacién de Scdl y Cdc42
(Chang and Philips, 2006; Onken et al., 2006). Sin embargo, en un trabajo reciente se ha
descrito que la mayor parte de la proteina Cdc42 en su forma activa estd en la membrana
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plasmatica y que se mueve por difusidn lateral. En el mismo trabajo se propone que Cdc42 no
necesita reciclaje endocitico para concentrarse en las zonas de crecimiento (Bendezu et al.,
2015). Es, por tanto, poco probable que las proteinas GAP actien en los endosomas y su
presencia en estas estructuras podria deberse a que se liberen de la membrana plasmatica
mediante endocitosis. Asi, los endosomas podrian suponer un reservorio de proteina Rga6
capaz de ser reciclada rapidamente desde estos a la membrana.

GST-Rgad

GST-Rgab GST-Rga6 AC-terml

PIP Strips'" catalog P-6001

Lysophosphatidic Acid (LPA cat#L-0200) “ O O | Sphingosine-1-phosphate (S1P cat # S-2000)
Lysophosphocholine (LPCcat# L-1518) | O O | Ptdins(3,4)P: (cat # P-3416)
Ptdins (cat# P-0016) | O O | Ptdins(3,5)P; (cat # P-35186)
Ptdins(3)P (cat # P-3016) | © O | Ptdins(4,5)P: (cat # P-4516)
Ptdins(4)P (cat# P-4016) | O O | Ptdins(3,4,5)P: (cat# P-3916)
Ptdins(5)P (cat # P-5016) | O O | Phosphatidic Acid (PA cat#L-4118)
Phosphatidylethanolamine (PE cat#L-2116) | O O | Phosphatidylserine (PS cat # L-3116)
Phosphatidylcholine (PCcat# L-1116) | O @ | Blue Blank

Figura 70. Ensayo de union de Rgad y Rga6 a fosfolipidos unidos a una membrana (PIP-Strips). Las diferentes
proteinas fusionadas a GST se purificaron a partir de extractos celulares de S. pombe que las sobreexpresaban
desde los plasmidos pREP-GST-Rga4, pREP-GST-Rga6 y pREP-GST-Rga6 AC-term1l, respectivamente. Las proteinas se
incubaron con las membranas de fosfolipidos, que posteriormente se revelaron utilizando un anticuerpo anti-GST.
En la parte inferior se muestra la distribucion sobre la membrana de los distintos fosfolipidos ensayados.
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Rgad-HA I - |'""‘

SPAC1B2.03c-
GFP o 68,3

Gradiente de sacarosa del 10-65%

Figura 71. Fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa (10-65%) de células que producen Rga4-HA y
Rga6-HA. Andlisis mediante SDS-PAGE y Western-blot de las fracciones 1-34 del gradiente. Las membranas se
revelaron con anticuerpos anti-HA, anti-Pmal (marcador de membrana plasmatica), anti-Pep12 (marcador de
endosomas) y anti-GFP (marcador de reticulo endoplasmico). Los nimeros situados a la derecha de los paneles
indican la masa molecular de las proteinas en kDa. Figura tomada de la Tesis Doctoral de M2 Antonia Villar Tajadura,
(2009).
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La localizaciéon de la proteina GAP Rga4 no depende del citoesqueleto de microtubulos
ni del citoesqueleto de actina, aunque en ausencia de éste ultimo se observa una mayor
presencia de la proteina GAP en los polos celulares (Das et al., 2007; Kelly and Nurse, 2011). Al
igual que Rga4, Rgab no depende del citoesqueleto de microtibulos ni de actina para su
localizacién en la membrana plasmatica. Sin embargo, cuando se despolimerizd el
citoesqueleto de actina, Rgab dejaba de excluirse de los polos de crecimiento y se localizaba
homogéneamente por toda la membrana. Este resultado sugiere que los procesos de
endocitosis y/o secrecidn celular polarizada podrian estar implicados en la reduccion de los
niveles de Rgab en la membrana plasmatica de los polos de crecimiento. Se comprobd que
Rgab se localizaba correctamente en células que tienen alterada la endocitosis. Por el
contrario, Rga6-GFP no se excluia de los polos de crecimiento en las células for3A que carecen
de cables de actina o en las células myo52A. En estas cepas mutantes la secrecidn polarizada
estd alterada puesto que los cables de actina nucleados por For3 sirven como vias mediante las
cuales la proteina motora, Myo52, dirige el aporte de vesiculas hacia las zonas de crecimiento
(Feierbach and Chang, 2001; Motegi et al., 2001; Win et al., 2001). Rga6 sobreproducida en las
células for3A también se localizé uniformemente por la membrana plasmatica de las células
redondeadas. Se confirmd asi que la reduccién de los niveles de Rga6 en los polos de
crecimiento depende de la secrecidn polarizada.

Puesto que For3-3GFP se localiza correctamente en una cepa que carece de las dos
miosinas de tipo V, myo51° y myo52° (Lo Presti et al., 2012) y Rga6-GFP se extiende
homogéneamente en la membrana plasmatica de las células que carecen de Myo52, la
proteina For3 en si misma no excluye directamente a Rga6 de las zonas de crecimiento. Por
tanto, la disminucion de Rga6 en los polos de crecimiento podria estar relacionada con las
vesiculas que llegan a través de los cables de actina y que suponen tanto un aporte de
membrana como de proteinas asociadas. En este sentido, se ha descrito que las membranas
también participan en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular (Klose et al.,
2010; Wachtler and Balasubramanian, 2006).

Por otro lado, mediante analisis de FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) se observé que Rgab presenta un comportamiento muy dindmico que parece
ocurrir mediante difusién lateral en la membrana plasmatica. Se ha propuesto que la GTPasa
Cdc42 también difunde lateralmente en la membrana plasmatica y que se acumula localmente
en su forma activa, polarizando el crecimiento, debido a la menor movilidad que presenta esta
forma de la GTPasa (Bendezu et al., 2015). Los ensayos de FRAP revelaron, ademas, que la
fraccion movil de Rgab es mayor en los polos de crecimiento que en los lados de la célula o en
los polos por donde la célula no estd creciendo. Este comportamiento dindmico indica la
existencia de un recambio activo de Rga6 que podria ser debido a un proceso de continuo
aporte y exclusién de esta proteina GAP en la membrana plasmatica de los polos en
crecimiento. En presencia de Latrunculina A, Rga6 se comportd de forma similar en los polos
de crecimiento y en el resto de la membrana celular, lo que de nuevo sugiere que el
citoesqueleto de actina esta implicado en el comportamiento dindmico de Rga6 en las zonas
de crecimiento. La extensién uniforme de Rga6 en la membrana plasmatica, en presencia de
Latrunculina A, indica que cuando se despolimerizan las estructuras de actina celular se
produce un bloqueo en el recambio activo de la proteina GAP en la membrana plasmatica de
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los polos en crecimiento, que se traduce en un aumento de los niveles de Rga6 en estas zonas
de la célula.

El hecho de que la disminucion de Rga6 en los polos de crecimiento se observase
también en mutantes con defectos en endocitosis, sugiere la existencia de algiin mecanismo
alternativo implicado en retirar a Rga6 de la membrana plasmatica, como la proteina Rad24,
gue pertenece a la familia de proteinas 14-3-3 (Ford et al., 1994). Estas proteinas estan
altamente conservadas y se unen, en forma de dimeros, a un amplio rango de moléculas
sefializadoras. Las proteinas 14-3-3 reconocen en sus ligandos el motivo RxxS, donde la serina
esta fosforilada (Hermeking and Benzinger, 2006; Yaffe et al.,, 1997). En S. pombe se ha
descrito que la proteina Rad24 regula la disponibilidad de Gefl en la membrana y de esa
manera la activacién controlada de Cdc42 (Das et al., 2015). En ausencia de Rad24, Rgab6 se
extiende por toda la membrana (Figura 72 A) y en la secuencia de aminoacidos de Rgab
existen dos sitios putativos de reconocimiento por Rad24, uno dentro de la regidén rica en
serinas y otro detrds de esta regidn, en los 6 aminoacidos inmediatamente adyacentes. Se
deleciond tanto la regidn rica en serinas como el segundo sitio putativo de reconocimiento por
Rad24 y se analizd la localizacion de la proteina Rga6, observando la extensidon de Rga6 por
toda la membrana plasmatica (Figura 72 B y C). Este resultado sugiere que Rad24 podria
regular los niveles de la proteina Rga6 en la membrana plasmatica. No obstante, seria
necesario realizar experimentos adicionales para confirmar esta hipdtesis, como por ejemplo
realizar mutaciones puntuales en los sitios putativos de reconocimiento por Rad24 en Rgab, en
vez de deleciones, y analizar su posible efecto sobre la localizacién de esta proteina GAP. Asi
mismo, habria que demostrar que ambas proteinas interaccionan fisicamente.

A) wt rad24A

Figura 72. Rad24 podria
participar en la regulacion de
los niveles de Rga6 en las zonas
de crecimiento. A) Micrografias
de fluorescencia que muestran
la localizaciéon de Rga6-GFP en
células silvestres (wt) y en la
cepa mutante rad24A. B)
Micrografia de fluorescencia de
células rga6A que producen la
proteina Rga6-GFP A187-259
integrada en el locus leul”. Las
flechas rojas (menor
concentracion de Rga6) y
moradas (distribucién
homogénea de Rgab en la
membrana) sefialan algunos
polos de crecimiento. C)
Esquema de la proteina Rga6-
GFP A187-259, que carece tanto
de la region rica en serinas como
de los dos sitios putativos de

reconocimiento por la proteina
C) Rga6-GFP A187-259 Rad24.

S -

laa 186 260 329 547 700 733aa

B)

Rga6-GFP A187-259
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Estudios estructura-funcion de Rgab

La proteina Rga6 tiene 733 aminodcidos y contiene en su estructura primaria un
dominio RhoGAP, comprendido entre los aminoacidos 329 y 547, una regidn rica en serinas,
comprendida entre los aminodcidos 187 y 253, y una regién polibasica en su extremo C-
terminal, situada entre los aminoacidos 700 y 733. La utilizacion de versiones truncadas de la
proteina puso de manifiesto que el extremo N-terminal de Rga6, que incluye la regién rica en
serinas, es necesario para la disminucién de los niveles de Rga6 en los polos de crecimiento ya
que, en su ausencia, Rgab se extendia homogéneamente por toda la membrana. Sin embargo,
la delecién exclusiva de la regién rica en serinas produjo un patrédn heterogéneo de la
localizacién de Rga6-GFP en la membrana. Asi, en algunas células Rga6-GFP aparecia
uniformemente extendida en la membrana plasmatica, mientras que en otras se seguia
observando menor intensidad de fluorescencia en los polos de crecimiento. Por lo tanto,
parece que la reduccién de los niveles de Rga6 en las zonas de crecimiento depende sdlo
parcialmente de la region rica en serinas.

Ademas de estar implicado en la localizacidon de Rga6, el extremo N-terminal de esta
proteina debe de participar en su estabilidad ya que las proteinas Rga6-GFP AN-term1 y AN-
term2 mostraron niveles superiores a los observados para la proteina entera en extractos
celulares. Finalmente, Rgab sin el extremo N-terminal es parcialmente funcional ya que las
proteinas truncadas AN-term1 y AN-term2 de Rga6 no revirtieron totalmente el fenotipo de
delecidn de rga6” en la cepa mutante doble rga4A rga6A. Parece poco probable que estas
truncaciones afecten a la actividad GAP intrinseca de Rga6, pero su extremo N-terminal podria
ser necesario para que su funcién como GAP sobre Cdc42 sea regulada correctamente en el
espacio y en el tiempo.

En ausencia de los 33 ultimos aminodacidos que constituyen la regién polibasica de
Rgab, la proteina perdid su localizacidn en la membrana plasmatica y no fue capaz de revertir
los defectos de la delecién de rga6’, indicando que Rga6 tiene que estar en la membrana
plasmatica para ser funcional. Las GTPasas Rho para ser activas y realizar sus funciones
celulares necesitan estar ancladas en las membranas mediante la unién de grupos prenilos. En
consonancia, las proteinas efectoras y reguladoras de las GTPasas también necesitan estar en
las membranas para realizar sus funciones. Las proteinas Rga6-GFP AC-term1 y Rga6-GFP AC-
term2 también mostraron niveles mas altos que los de la proteina entera Rga6-GFP en
extractos celulares, lo cual podria indicar que para que se produzca la reduccién de los niveles
de Rgab, esta proteina tiene que estar en la membrana plasmatica de las zonas de crecimiento.

La fusion de la region polibdsica de Rga6 con GFP reveld que esta parte de la proteina
es suficiente para su localizacién en la membrana plasmatica. En un grupo de proteinas GAP de
células animales, la presencia de una pequeiia regiéon polibasica precediendo el dominio
RhoGAP esta conservada y permite su interaccion con los lipidos de la membrana. Tal es el
caso de la proteina ortéloga humana CdGAP (Cdc42 GTPase-activating protein) con actividad
GAP sobre Racl y Cdc42, cuya region polibasica precediendo el dominio RhoGAP es necesaria
para su unién especifica a Pl (3,4,5)P; (Karimzadeh et al., 2012). Aunque la region polibasica de
la proteina CdGAP no es necesaria para su actividad GAP intrinseca, si que es necesaria para
que sea reclutada a la membrana y alli realice las funciones celulares dependientes de su
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actividad GAP (Karimzadeh et al., 2012). En el caso de Rga4, se ha descrito que una region
interna de la proteina previa a su dominio GAP, situada entre los aminodacidos 622 y 760, es
necesaria para su localizacion en la membrana plasmatica (Tatebe et al., 2008). A diferencia de
las anteriormente descritas, la regidn polibasica de Rgab se sitla al final de la proteina pero su
papel parece ser el mismo.

Como ya hemos mencionado, Rga6 posee una region rica en serinas en su estructura
primaria que podria sufrir modificaciones postraduccionales. Se ha descrito que las serinas
pueden estar implicadas en procesos de O-glicosilacidn, en los que se unen azucares al grupo
B-hidroxilo de serinas y treoninas. En las levaduras y los hongos, la O-glicosilacién estd
presente en muchas de las proteinas que se secretan y tiene lugar en su recorrido a través del
Reticulo Endoplasmadstico y el Aparato de Golgi. La glicosilacién desempefia un papel
importante en las funciones celulares ya que afecta a la localizacidn de las proteinas que se
secretan, potencia su estabilidad y solubilidad y ofrece proteccion frente a la degradacion de
proteasas (Gonzdlez et al., 2012; Goto, 2007). Sin embargo, Rga6 no parece presentar en su
estructura proteica el péptido sefial que se encuentra en las proteinas secretadas. Las serinas
también pueden estar implicadas en procesos de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas.
Quinasas y fosfatasas regulan asi, conjuntamente, rutas de sefalizacidn relacionadas con
multiples procesos celulares como el crecimiento, la proliferacidon, la morfogénesis, el
metabolismo o la integridad celular (Dickman and Yarden, 1999). Dentro de la familia de las
Ser/Tre quinasas se encuentra la familia de proteinas PAK (p21-Activated Kinases), las quinasas
dependientes de ciclinas relacionadas con el ciclo celular (CDKs, Cyclin Dependent protein
Kinases) o las quinasas NDR (Nuclear Dbf-2-Related). La proteina Bem3, homdloga de Rga6 en
S. cerevisiae, es sustrato de Cdkl, la quinasa dependiente de ciclina (CDK) que participa en la
regulacién del ciclo celular en S. cerevisiae (Ubersax et al., 2003). Se ha propuesto que la
fosforilacién de Bem3 por Cdk1 podria inhibir su actividad GAP, contribuyendo a la activacién
controlada de Cdc42 en el sitio de gemacién (Knaus et al., 2007). El alineamiento de las
secuencias de Rga6 y Bem3 mostré que Rgab también posee varios sitios consenso de
reconocimiento por las CDKs (S/T*-P-x-K/R) (Ubersax et al., 2003). Estos sitios consenso CDKs
estan situados en el extremo N-terminal de la proteina, que regula los niveles de Rga6 en los
polos de crecimiento. Sin embargo, hasta la fecha, se desconoce si Rga6 podria ser sustrato de
quinasas CDKs y si este tipo de fosforilaciones podrian contribuir a la regulacién de su
localizacién o exclusidn de la membrana plasmatica.

Las proteinas encargadas de revertir las fosforilaciones son las Ser/Tre fosfatasas PP1,
PP2A, PP2B (Protein Phosphatases). La fosfatasa PP2A desempefia un papel en el control de la
morfologia celular que incluye la regulacién de Cdc42 (Bernal et al., 2012). También se ha
descrito que Tea4, como subunidad reguladora que localiza a la fosfatasa PP1, es capaz de
promover el crecimiento polarizado favoreciendo la activacion de Cdc42 mediante la
localizacién de Gefl en las zonas de crecimiento y la exclusién de la proteina Rga4, que inhibe
a la GTPasa en las zonas adyacentes (Kokkoris et al., 2014). En experimentos preliminares, se
ha analizado la localizacion de Rga6 en ausencia de las dos subunidades cataliticas de la
fosfatasa PP1, Dis2 y Sds21, observando que en ambos casos los niveles de Rga6 estan
disminuidos en el polo de crecimiento, como sucede en una cepa silvestre (Figura 73). Por lo
tanto, no parece que la regulacidn de los niveles de Rga6 en las zonas de crecimiento sea
mediada por la fosfatasa PP1.
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rga6A dis2A rga6bA sds21A

Figura 73. Rgab se localiza correctamente en la membrana plasmatica en las células dis24 y sds21A. Micrografias
de fluorescencia que muestran la localizacién de la proteina Rga6-GFP integrada en el locus leul” de las células
rga64, rgabl dis24, rgabA sds21A. Las flechas sefalan la menor concentracion de Rga6-GFP en los polos de
crecimiento.

En resumen, todos estos resultados indican que el extremo N-terminal de Rgab6,
comprendido entre los aminodcidos 1 y 260, participa en la regulacidon de los niveles de la
proteina GAP en las zonas de crecimiento. Un proceso que parece muy complejo y finamente
regulado, en el que podrian participar: una treonina en posicion 141 descrita como fosforilada
(Wilson-Grady et al., 2008), la regidn rica en serinas, los dos sitios putativos de reconocimiento
por Rad24 vy, quizas, los sitios de reconocimiento por CDKs. Sera necesario realizar numerosos
experimentos adicionales para poder determinarlo.

Rgab regula negativamente las oscilaciones de Cdc42 activa en los polos
celulares

La GTPasa Cdc42 en el polo presenta un comportamiento dinamico oscilatorio de
activacidn e inactivacion, regulado por “feedbacks” positivos y negativos, en los que podrian
participar respectivamente Gefl y Pakl. En las células bipolares se observa un
comportamiento oscilatorio anticorrelativo de GTP-Cdc42 entre ambos polos, que se atribuye
a la competicion por la GTPasa activa y a la disponibilidad de sus proteinas reguladoras. Se ha
propuesto, ademas, que las oscilaciones en los niveles de Cdc42 activa entre el polo viejo,
dominante en las células monopolares y el polo nuevo, que compite por empezar a crecer,
podrian participar en el proceso de transicidn a crecimiento bipolar o NETO (New End Take
Off) (Das et al., 2012; Das and Verde, 2013).

La proteina GAP Rga4 no parece participar en la regulacién negativa de Cdc42 en los
polos, posiblemente debido a su localizacién restringida a los laterales de la célula (Das et al.,
2012). En ausencia del gen rga6”, las oscilaciones de Cdc42 activa entre ambos polos se siguen
produciendo y su periodo no varia, sin embargo, disminuye la amplitud de la oscilacion en
ambos polos y la anticorrelacién entre un polo y otro, respecto a los valores observados en una
cepa silvestre. Ademads, en las células rgabA dicha amplitud es menor en el polo nuevo
respecto al polo viejo, mientras que en las células silvestres es similar en los dos polos. Estos
resultados sugieren que las células rga6A presentan un defecto en la regulaciéon negativa de
Cdc42 en el polo de crecimiento. El papel de Rga6 en este proceso seria sutil ya que, en
ausencia de la proteina GAP, las oscilaciones se siguen produciendo vy la falta de Rga6 tampoco
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se traduce en un defecto drastico en NETO, como refleja el porcentaje de células monopolares
en la cepa mutante rga6A, sélo ligeramente mayor al observado en una cepa silvestre. Sin
embargo, las células rga6A si presentan un menor crecimiento del polo nuevo, respecto al
observado en una cepa silvestre; esto podria estar causado por una menor inactivacion de
Cdc42 en el polo viejo que impediria su activacion en el polo nuevo, asumiendo que los polos
celulares compiten por la concentracion de Cdc42 activa o por la disponibilidad de sus
proteinas reguladoras (Das et al., 2012).

El hecho de que las oscilaciones de Cdc42 activa se sigan produciendo en ausencia de
rga6’, pone de manifiesto la existencia de mecanismos alternativos que contribuyen a la
regulacion negativa de la GTPasa en los polos. De hecho, se ha propuesto que la proteina
efectora de Cdc42 Shk1/Pakl forma parte del “feedback” negativo que contribuye a inactivar a
la GTPasa en los polos. La ausencia de este “feedback” negativo iria asociada a la acumulacion
de Cdc42 activa en un solo polo, generando un patréon de crecimiento monopolar y un
incremento del diametro celular, tal como se observa en la cepa mutante termosensible orb2-
34 de la quinasa Shkl (Das et al., 2012). Es muy probable que esta regulacidon negativa
mediada por Shk1 siga funcionando en ausencia de rga6”, de modo que Rga6 y la quinasa Shk1
podrian actuar en vias paralelas como reguladores negativos de las oscilaciones de Cdc42
activa en los polos. El hecho de que el mutante doble orb2-34 rga6A muestre un fenotipo
aditivo tras 4 horas a 32°C, con respecto a los mutantes sencillos (Figura 74), apoyaria esta
hipdtesis. Es posible también que exista redundancia de Rga6 con otras proteinas GAP de
Cdc42, no descritas hasta el momento, que también podrian contribuir a su inactivacién en los
polos. En S. cerevisiae existen tres proteinas que tienen actividad GAP especifica frente a
Cdc42 y otra GAP que actua sobre Rhol y Cdc42 (Pérez and Rincdén, 2010). La propia actividad
GTPasa intrinseca de Cdc42 también podria ayudar a inactivar a la GTPasa, aunque de forma

mucho mas lenta.

Figura 74. Estudio de la morfologia de la
cepa mutante doble orb2-34 rga6A.
Micrografias de contraste diferencial (DIC)
de células silvestres (wt), rga64, orb2-34 y
orb2-34 rga6A incubadas a 32°C durante 4
h. Se muestran células creciendo en medio
YES durante la fase logaritmica temprana.

El estudio de la relacién de Rga6 con los GEFs de Cdc42, Scdl y Gefl, indica que, a
diferencia de Rga4, Rga6 podria depender de Scd1 para controlar la morfologia celular puesto
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que la delecidon simultdnea de rga6” y de scd1” tiene el fenotipo de las células scd1A vy el
fenotipo morfolégico de sobreexpresidon de rga6’ se suprime en las células scd1A. Una
explicacion alternativa a este resultado podria ser que, aunque tanto Rga6 como Rga4
participan en el control de las dimensiones celulares de S. pombe, la contribucién de Rga6 en
este proceso fuese menor a la que realiza Rga4. Ello podria ser debido a una menor afinidad de
Rgab por la GTPasa Cdc42 activa o a que Rga6b y Rgad regulan a Cdc42 en localizaciones
distintas de la célula y/o en momentos diferentes de su ciclo morfogenético. Como
consecuencia, el efecto aditivo de pérdida de polaridad observado en ausencia de scd1” y
rga4’, se veria atenuado y no se apreciaria en el mutante doble rga6A scd1A.

Ademas del papel aditivo de Rga4 y de Scdl controlando la morfologia celular de S.
pombe, se ha descrito que su localizacidn en la célula es mutuamente independiente (Kelly and
Nurse, 2011). Sin embargo, en las células scd1A se observé una localizacion de Rga6
homogénea por toda la membrana plasmatica, como ocurre en las células carentes de la
formina For3. Rga6 sobreproducida también se localizé uniformemente por la membrana
plasmatica de las células redondeadas scd14 y for3A. Podria ser que la llegada de Scdl en las
vesiculas transportadas por los cables de actina nucleados por For3, estuviese relacionada con
la exclusién parcial de Rga6 en las zonas de crecimiento. Se ha descrito que la localizacion de
Scdl1 en la membrana plasmatica es dependiente del citoesqueleto de actina (Kelly and Nurse,
2011); de manera que, en células tratadas con Latrunculina A, en las que se observa una mayor
presencia de Rgab en los polos de crecimiento, Scdl y la proteina adaptadora Scd2 no se
localizan en la membrana plasmatica. Este hecho apoyaria la hipétesis de que la reduccion de
los niveles de la proteina GAP Rgab en los polos de crecimiento depende de Scdl y/o Scd2.
Ambas proteinas podrian participar directamente en la regulacion de los niveles de Rga6 en los
polos en crecimiento o de manera indirecta, mediante la activacién de Cdc42; de modo que la
sefializacion celular que realiza la GTPasa activa conllevase la exclusion parcial de Rga6. Sin
embargo, con los datos disponibles no es posible determinar con exactitud la relacion entre
Rgab y Scd1.

El intercambio de los dominios GAPs de Rga6 y de Rga4 permitid comprobar que la
proteina quimérica de Rga6 con el dominio GAP de Rga4 es funcional y revierte el fenotipo
redondeado que caracteriza a la cepa doble mutante rga4A rga6A. Por el contrario, la proteina
Rgad con el dominio GAP de Rgab no es funcional, porque apenas se localiza en la membrana
lateral de la célula. Una posible explicacién a este resultado seria que la proteina Rga4
establezca, mediante su dominio GAP, interacciones importantes para la localizacién de la
proteina. En este sentido, la interaccion con la quinasa DYRK Pom1 mediante su extremo C-
terminal, que incluye el dominio GAP de la proteina (Tatebe et al., 2008) podria ser relevante,
ya que la exclusion de Rga4d de las zonas de crecimiento depende, al menos en parte, de Pom1
(Tatebe et al., 2008).También es posible que el plegamiento de la proteina quimérica Rga4 con
el dominio GAP de Rgab no sea correcto y esto impida su llegada a la membrana plasmatica.

Aunque el dominio GAP de Rga6 es reemplazable por el dominio GAP de Rga4, el
estudio de la funcionalidad de la quimera Rga6-GAPRga4, utilizando como fondo genético la
cepa mutante doble rga4A rga6A, puso de manifiesto que mientras que la proteina Rga6
silvestre recuperaba el fenotipo de la delecién de rga6” en las células rga44 rga64, la quimera
Rga6-GAPRga4 parecia estar recuperando el fenotipo de la delecién de rga4’. Estos resultados
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sugieren que la proteina quimérica Rga6-GAPRga4, que aparentemente se localiza como Rga6,
estd ejerciendo el mismo efecto que Rgad en el control de las dimensiones celulares. Las
diferencias en la localizacion lateral de Rga4 y de Rga6 podrian ser, por tanto, menos
importantes que su capacidad para actuar como GAP sobre Cdc42, respecto al control de la
morfologia celular. Sera interesante visualizar simultdaneamente la localizacién de la quimera
Rgab6-GAPRga4 y de Rgad. Aunque la proteina quimérica parece localizarse como Rga6, podria
ser que la presencia del dominio GAP de Rga4 promueva una localizacién de esta proteina en
los mismos complejos que Rga4, lo que podria suponer una regulacion sobre Cdc42, de la
morfologia celular, distinta a la que realiza la proteina Rga6 silvestre.

Rgad y Rgab participan en el control de las dimensiones celulares y ambas contribuyen
a restringir la activacion localizada de Cdc42 en los polos celulares, sin embargo, la
contribucién de Rga4 en este proceso podria ser mayor, como sugiere el fenotipo de delecién
de rga4’, que genera células mas cortas y mas anchas a las observadas en ausencia de rga6".
Por otra parte, la localizacién de Rga6, que se extiende mucho mds en la membrana plasmatica
que Rgad, le permite participar en la regulacidon de las oscilaciones de Cdc42 activa en los
polos. A diferencia de Rga4, la localizacion transitoria de Rga6 en los polos de crecimiento
permitiria una regulacidn distinta sobre Cdc42, que podria ser necesaria para un control
preciso de la dinamica oscilatoria de Cdc42 en los polos celulares. No obstante, serd necesario
realizar experimentos adicionales para confirmar esta hipdtesis, como estudiar el efecto de la
quimera Rga6-GAPRga4 sobre las oscilaciones de Cdc42 activa. En principio, la regulacién de
los niveles de la quimera en los polos de crecimiento, mediada por el extremo N-terminal de
Rgab, deberia ser similar a la descrita para Rgab6. Es posible que la presencia en los polos de la
proteina quimérica, que contiene el dominio GAP de Rga4, provoque una regulaciéon negativa
mas fuerte de Cdc42 que se reflejaria en una amplitud mayor de las oscilaciones.

La localizacién dirigida de Rga6 a los polos de las células, utilizando el extremo N-
terminal de la proteina GAP Rga2, confirmé el papel de Rga6 en el control de las dimensiones
celulares de S. pombe ya que las células que producian las proteinas quiméricas de Rga6
localizadas en los polos eran mas cortas que las células rgabA. Ademas, este fenotipo era mas
marcado en el caso de la quimera que carecia del extremo N-terminal de Rga6, apoyando la
hipétesis de que esta parte de la proteina participa en la disminucion de los niveles de Rga6 en
la membrana plasmatica de los polos. Sera interesante analizar el efecto de esta quimera de
Rga2-Rgab, que carece del extremo N-terminal de Rga6, sobre las oscilaciones de Cdc42 activa.
Puesto que la presencia transitoria de Rga6 en los polos de crecimiento parece ser importante
en la regulacién negativa de los niveles de Cdc42 y en su comportamiento oscilatorio, es
posible que la presencia continua de la quimera Rga2-Rga6 en los polos de crecimiento
conlleve la pérdida de la dindmica oscilatoria de Cdc42 activa.
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Conclusiones

1. Rgab es una proteina con actividad GAP sobre Cdc42.

2. Rgab colabora con Rgad en el control de las dimensiones celulares de S. pombe,
regulando negativamente a Cdc42 vy restringiendo su activacidén localizada a los polos de
crecimiento celular.

3. Rgab se localiza en la membrana plasmatica en forma de nodos definidos, que son
distintos a los formados por Rga4. La localizaciéon de Rga6 en la membrana plasmatica depende
de su regidn polibasica, situada en el extremo C-terminal de la proteina.

4. En los polos de crecimiento los niveles de Rga6 estan disminuidos. La region N-
terminal de Rgab6 y los cables de actina nucleados por For3 participan en la reduccién de los
niveles de la proteina en los polos de crecimiento.

5. Rgab presenta un comportamiento muy dinamico en la membrana plasmatica y
participa en la regulacién negativa de las oscilaciones de Cdc42 activa en los polos de
crecimiento celular. La funcion de Rga6 parece depender de la presencia de la proteina GEF
Scd1.

6. El dominio GAP de Rga4 puede sustituir al de Rga6 en su funcidn de control de las
dimensiones celulares.

7. La localizacion de Rga6 en los polos disminuye ligeramente el crecimiento
polarizado.

107






MATERIALES Y

METODOS







1 Microorganismos utilizados

Materiales y Métodos

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

Schizosaccharomyces pombe. Todas las cepas empleadas se recogen en la Tabla I, donde se

detalla su procedencia y genotipo. Las cepas de S. pombe se conservaron en glicerol al 25% a

-80°C. Para los trabajos de clonacién molecular se utilizé la estirpe DH5a de Escherichia coli.

Las cepas de E. coli se conservaron a -80°C en glicerol al 50%.

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Origen

PPG0371 h' leul-32 ura4-D18 Coleccién laboratorio
PPG4939 h* leu1-32 ura4-D18 Coleccidn laboratorio
PPG4511 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 Bioneer

PPG3906 h™ leul-32 ura4-D18 ade- rga6::urad” K. Nakano

PPG11957 h™ leul-32 ura4-D18 ade- rga6::NatMX6 Este trabajo
PPG6627 h* leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG7179 h™ leul-32 ura4-D18 rga4::NatMX6 Coleccién laboratorio
PPG13078 h* leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 rga6::urad” Este trabajo
PPG10779 h™ leu1-32 ura4-D18 rga4::NatMX6 rga6::urad” Este trabajo
PPG0148 h" ura4-D18 cdc25-22 Coleccioén laboratorio
PPG3930 h* leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga6::urad” Coleccién laboratorio
PPG7566 h* leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga4::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG8222 leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rgad::KanMX6 rga6::urad” Coleccién laboratorio
PPG13333 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 Pnmt1-rga6":leul Este trabajo
PPG13328 h* leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 Pnmti-rgad’:leul Este trabajo
PPG6555 h™ leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:ura4" K. Shiozaki

PPG7550 h* leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:urad’ rga6::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG7151 h* leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:ura4” rgad::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG7563 h* leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:ura4’ rgad::KanMX6 rga6::urad” Coleccion laboratorio
PPG5670 h™ leul-32 ura4-D18 ade6-M210 for3-3GFP:urad” S. Martin

PPG5870 h™ leu1-32 ura4-D18 ade- for3-3GFP:ura4’ rga6::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG5872 leu1-32 ura4-D18 ade- for3-3GFP:ura4’ rga4::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG13019 leu1-32 ura4-D18 for3-3GFP:urad’ rgad::NatMX6 rga6::KanMX6 Este trabajo
PPG5248 h* leu1-32 ura4-D18 teal-GFP:KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG3951 h* leu1-32 ura4-D18 ade- teal-GFP:KanMX6 rga6::urad’ Coleccién laboratorio
PPG12480 leu1-32 ura4-D18 teal-GFP:KanMX6 rga4::NatMX6 Este trabajo
PPG13064 leu1-32 ura4-D18 teal-GFP:KanMX6 rga4::NatMX6 rga6::urar4+ Este trabajo
PPG5946 h* leu1-32 ura4-D18 ade6M rho2::KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG11906 h™ leu1-32 ura4-D18 rho2::KanMX6 rga4::NatMX6 rga6::ura4’ Este trabajo
PPG3741 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rho3::urad" M. Balasubramanian
PPG13674 leu1-32 ura4-D18 rho3::urad’ rga4::NatMX6 rga6::KanMX6 Este trabajo
PPG4714 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 HA-cdc42:KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG4568 h* leu1-32 ura4-D18 ade- HA-cdc42:KanMX6 rga6::urad” Coleccién laboratorio
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Estirpe Genotipo Origen

PPG4537 h' leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG5241 h™ leul-32 ura4-D18 teal::ura4" Colecciodn laboratorio
PPG4552 h™ leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 teal::ura4" Coleccién laboratorio
PPG13125 h* leu1-32 ura4-D18 CRIB-td-Tomato:urad” Coleccién laboratorio
PPG13032 h™ leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 CRIB-td-Tomato:ura4" Este trabajo
PPG6901 h* leu1-32 ura4- rgad4-GFP:KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG13035 leu1-32 rga4-GFP:KanMX6 CRIB-td-Tomato:ura4” Este trabajo
PPG13337 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 Pnmt1-GFP-rga6:leul Este trabajo
PPG13360 leu1-32 rga6::KanMX6 Pnmt1-GFP-rga6:leul CRIB-td-Tomato:ura” Este trabajo
PPG11844 h™ leu1-32 ura4-D18 rga4-RFP:KanMX6 R. Daga

PPG11845 h" leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 rga4-RFP:KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG11041 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 rga4::NatMX6 Este trabajo
PPG12872 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 rgad::KanMX6 Pnmti-rgad’:leul Este trabajo
PPG11038 leu1-32 ura4-D18 rgad-GFP:KanMX6 rga6::urad” Este trabajo
PPG13677 leu1-32 ura4-D18 rgad-GFP:KanMX6 rga6::urad” Pnmtl-rga6 :leul Este trabajo
PPG8038 h' leu1-32 ura4-D18 aur-mCherry-atb2 T. Toda

PPG13529 h™ leu1-32 ura4-D18 pact1-Lifeact-GFP:leul M. Balasubramanian
PPG8556 h* leu1-32 ura4-D18 end4::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG12854 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 end4::KanMX6 Este trabajo
PPG3005 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 wsp1::leu V. Sirotkin

PPG12831 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 wsp1::leu Este trabajo
PPG2568 h* leu1-32 ura4-D18 ade6 for3::KanMX6 B. Feierbach
PPG13545 h" leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 for3::KanMX6 Este trabajo
PPG9233 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 myo52::ura4” H. Valdivieso
PPG13671 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 myo52::urad” rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG12811 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 for3::KanMX6 CRIB-td-Tomato:ura4” Este trabajo
PPG13611 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 GFP-rga6:leul Este trabajo
PPG13567 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG12802 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP AN-term1:leul Este trabajo
PPG13572 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP AN-term2:leul Este trabajo
PPG13575 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP AC-term1:leul Este trabajo
PPG13573 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP AC-term2:leul Este trabajo
PPG12877 h™ leul-32 ura4-D18 rgad::NatMX6 rga6::urad” rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG12879 h™ leu1-32 ura4-D18 rga4::NatMX6 rga6::urad’ rga6-GFP AN-term1:leul Este trabajo
PPG12878 h™ leul-32 ura4-D18 rgad::NatMX6 rga6::urad’ rga6-GFP AN-term2:leul Este trabajo
PPG12881 h™ leu1-32 ura4-D18 rga4::NatMX6 rga6::urad’ rga6-GFP AC-term1:leul Este trabajo
PPG12880 h™ leul-32 ura4-D18 rgad::NatMX6 rga6::urad’ rga6-GFP AC-term2:leul Este trabajo
PPG13629 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP ASer:leul Este trabajo
PPG13632 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-T141A-GFP:leul Este trabajo
PPG13635 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-T141D-GFP:leul Este trabajo
PPG13644 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-T141A-GFP ASer:leul Este trabajo
PPG13641 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-T141D-GFP ASer:leul Este trabajo
PPG12855 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 PBR-GFP:leul Este trabajo
PPG12857 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 GFP-PBR:leul Este trabajo
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Estirpe Genotipo Origen

PPG13623 leu1-32 rga6::KanMX6 GFP-rga6:leul CRIB-td-Tomato:urad” Este trabajo
PPG2601 h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 gefl::urad” Coleccion laboratorio
PPG11066 leu1-32 ura4-D18 ade- gefl::urad’ rga6::KanMX6 Este trabajo
PPG7305 leu1-32 ura4-D18 gefl::urad” rgad::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG3637 h* leu1-32 ura4-D18 scd1::KanMX6 Coleccion laboratorio
PPG4303 h* leu1-32 ura4-D18 ade6 scd1::ura4’ Coleccién laboratorio
PPG12414 h™ leu1-32 ura4-D18 ade- scd1::KanMX6 rga6::NatMX6 Este trabajo
PPG6657 h™ leul-32 ura4-D18 scd1::ura4” rgad::KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG13660 leu1-32 ura4-D18 ade- gefl::ura4’ rga6::KanMX6 rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG13601 h™ leul-32 ura4-D18 ade- scd1::KanMX6 rga6::NatMX6 rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG5668 h* leu1-32 ura4-D18 scd2-GFP:KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG13005 leu1-32 ura4-D18 scd2-GFP:KanMX6 rga6::NatMX6 Este trabajo
PPG13352 leu1-32 ura4-D18 ade- gefl::ura4’ rga6::KanMX6 Pnmt1-rga6’:leul Este trabajo
PPG13349 leu1-32 ura4-D18 gefl::urad’ rgad::KanMX6 Pnmt1-rgad’:leul Este trabajo
PPG13369 h™ leu1-32 ura4-D18 ade- scd1::KanMX6 rga6::NatMX6 Pnmt1-rga6’:leul Este trabajo
PPG13366 h™ leul-32 ura4-D18 scd1::ura4” rgad::KanMX6 Pnmti-rga4 :leul Este trabajo
PPG13380 leu1-32 ura4-D18 scd2-GFP:KanMX6 rga6::KanMX6 Pnmt1-rga6’:leul Este trabajo
PPG13501 leu1-32 ura4-D18 scd2-GFP:KanMX6 rgad::KanMX6 Pnmtl-rgad’:leul Este trabajo
PPG13357 leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:ura4’ rga6::KanMX6 Pnmti-rga6 :leul Este trabajo
PPG13354 leu1-32 ura4-D18 CRIB-3GFP:urad" rgad::KanMX6 Pnmti-rgad":leul Este trabajo
PPG13519 h' leu1-32 ura4-D18 ade- scd1::KanMX6 rga6::NatMX6 Pnmt1-GFP-rga6:leul Este trabajo
PPG5665 h* leu1-32 ura4-D18 hys3-D1 myo52-GFP:KanMX6 Coleccidn laboratorio
PPG5866 leu1-32 ura4-D18 ade- myo52-GFP:KanMX6 rga6::urad” Coleccidn laboratorio
PPG11915 h* leu1-32 ura4-D18 ade- for3::KanMX6 rga6::ura4d’ Este trabajo
PPG11912 h* leu1-32 ura4-D18 for3::KanMX6 rga4::NatMX6 Este trabajo
PPG12373 h™ leul-32 ura4-D18 ade6-M210 sec3-2 his5" ura4” S. Martin

PPG13053 leu1-32 ura4-D18 ade- sec3-2 his5" ura4’ rga6::KanMX6 Este trabajo
PPG13056 leu1-32 ura4-D18 sec3-2 his5* ura4” rgad::KanMX6 Este trabajo
PPG3736 h™ leul-32 ura4- ade- exo070::ura4’ Coleccioén laboratorio
PPG13323 leu1-32 ura4- ade- exo70::urad" rga6::KanMX6 Este trabajo
PPG13503 leu1-32 ura4- exo70::ura4’ rgad::KanMX6 Este trabajo
PPG3701 h* leu1-32 ura4-D18 sec8-1 M. Balasubramanian
PPG11841 leul-32 ura4-D18 sec8-1 rga6::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG11839 leu1-32 ura4-D18 sec8-1 rgad::KanMX6 Coleccién laboratorio
PPG13518 leu1-32 ura4-D18 ade- for3::KanMX6 rga6::KanMX6 Pnmt1-rga6 :leul Este trabajo
PPG13520 leu1-32 ura4-D18 for3::KanMX6 rga4::KanMX6 Pnmti-rgad:leul Este trabajo
PPG13666 h* leu1-32 ura4-D18 ade- for3::KanMX6 rga6::urad’ Pnmt1-GFP-rga6:leul Este trabajo
PPG13614 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GAPrgad-GFP:leul Este trabajo
PPG13617 h* leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 rga4-GFP:leul Este trabajo
PPG13620 h* leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 rgad-GAPrga6-GFP:leul Este trabajo
PPG13638 h™ leu1-32 ura4-D18 rga4::NatMX6 rga6::urad’ rga6-GAPrga4-GFP:leul Este trabajo
PPG12861 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 N-term rga2-GFP:leul Este trabajo
PPG12865 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 N-term 19a2-1ga6-GFP AC-term1:leul Este trabajo
PPG12869 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 N-term 19a2-190a6-GFP AN-term2 AC-term1:leul Este trabajo
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Estirpe Genotipo Origen

PPG6831 h™ leul-32 ura4-D18 dis2::ura4’ A. Bueno

PPG13656 leu1-32 ura4-D18 dis2::ura4” rga6::KanMX6 rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG6828 h™ leu1-32 ura4-D18 sds21::ura4’ A. Bueno

PPG13658 leu1-32 ura4-D18 sds21::ura4” rga6::KanMX6 rga6-GFP:leul Este trabajo
PPG9856 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rad24::NatMX6 Coleccién laboratorio
PPG12824 leu1-32 ura4-D18 rga6-GFP:KanMX6 rad24::NatMX6 Este trabajo
PPG13778 h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6::KanMX6 rga6-GFP A187-259:leul Este trabajo
PPG4514 leul-32 ura4-D18 orb2-34 Coleccioén laboratorio
PPG11918 leu1-32 ura4-D18 orb2-34 rga6::KanMX6 Este trabajo

2 Medios de cultivo

2.1 Medios de cultivo para S. pombe

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

— Medio YES (medio rico)

Se utilizé rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S. pombe. Su composicidn
es: glucosa al 3% y extracto de levadura al 0,5%. El medio es suplementado con leucina,
histidina, adenina, lisina y uracilo (250 mg/l) y ajustado a un pH de 5,6. La seleccidn de cepas
resistentes a antibidticos se realizé anadiendo al medio rico: sulfato de geneticina (G-418, Life
Technologies) a una concentracidn final de 100 pg/ml o nourseothricina o clonNat (WERNER
BioAgents) a una concentracién de 50 pg/ml, a partir de soluciones madre esterilizadas por
filtracidn, después de la esterilizacion del medio en el autoclave.

— Medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media)

Se utiliz6 para la seleccidn y/o cultivo de cepas de S. pombe auxotrofas y en
experimentos de sobreexpresién de genes bajo el control del promotor del gen nmt1*. En
estos experimentos las células se cultivaron en medio minimo con los suplementos adecuados
y tiamina (5 pg/ml), consiguiendo la represién del promotor (Maundrell, 1990).
Posteriormente, las células se lavaron 4 veces con agua estéril y se reinocularon en medio
minimo sin tiamina, provocando la induccion del promotor y la expresién del gen regulado por
él. La composicion del EMM es la siguiente: glucosa al 2%, ftalato monopotdsico 0,3%,
Na,HPO, al 0,22% y NH,Cl al 0,5%. Esta disolucion se esteriliza en el autoclave y
posteriormente se le afiaden diferentes cantidades de las soluciones concentradas de sales,
minerales y vitaminas, que han sido esterilizadas previamente por filtracion:

— Solucién concentrada de sales (50X): 0,26 M MgCl,-6H,0, 5 mM Cl,Ca-2H,0, 0,67 M KCl
y 14 mM Na,S0,.
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— Solucién concentrada de minerales (10.000X): 81 mM H;BO3, 23,7 mM MnSO,, 14 mM
ZnS0,4-7H,0, 7,4 mM FeCl;-6H,0, 2,5 mM Mo0Q,-2H,0, 6 mM Kl, 1,6 mM CuSO,-5H,0 y 47,6
mM acido citrico.

— Solucién concentrada de vitaminas (1.000X): 81,2 mM 4cido nicotinico, 55,5 mM
inositol, 40,8 mM biotina y 4,2 mM acido pantoténico.

El medio se suplementd con leucina, histidina, adenina o uracilo (225 mg/l) en aquellos
casos en los que la cepa lo requeria.

— Medio de esporulacién
Usado para la conjugacion y la esporulacién en S. pombe. Su composicidn es: extracto
de malta al 3% suplementado con adenina, histidina, leucina y uracilo (225 mg/I).

Cuando fue necesario, los medios empleados para el crecimiento de S. pombe se
suplementaron con diversos compuestos:

— Para estudiar la dependencia de la localizacién de Rga6 respecto a los citoesqueletos de
la célula se uso la droga Latrunculina A (Sigma), que despolimeriza el citoesqueleto de actina, a
una concentracién de 50 uM en cultivos de medio YES liquido, partiendo de una soluciéon
madre preparada en DMSO a una concentracion de 5 mM. Para despolimerizar el
citoesqueleto de microtubulos, se utilizé el compuesto metil benzimidazol carbamato (MBC,
Sigma) a una concentracion de 2,5 pg/ml en cultivos de medio YES liquido, partiendo de una
solucién madre preparada en DMSO a una concentracion de 2,5 mg/ml. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado. Como control se usé un cultivo tratado con el solvente DMSO al 1%.

— Para acentuar el fenotipo de la cepa mutante doble rga6A scd1A se usé la hidroxiurea,
un inhibidor de la ribonucledtido reductasa que bloquea la progresidn del ciclo celular, pero
permite que las células sigan creciendo. La hidroxiurea (HU, Sigma) se utilizé a 12 mM a partir
de una solucidn madre preparada en agua estérila 1 M.

2.2 Medios de cultivo para E. coli
Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de E. coli fueron los siguientes:

— Medio LB (Luria-Bertani)

Se utilizé para el crecimiento rutinario de E. coli. Su composicion es: triptona al 1%,
extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. Antes de esterilizar en el autoclave, se ajusté el pH a
7,2-7,4.

— Medio 2XYT
Su composicion es: triptona al 1,6%, extracto de levadura al 1% y NaCl al 1%.

La seleccién de clones resistentes a antibidticos se realizdé suplementando los medios
con ampicilina (100 pg/ml).
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3 Condiciones y estimacion del crecimiento

3.1 Condiciones de crecimiento para S. pombe

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

De manera rutinaria, se prepard un preinéculo en medio liquido, al que se dejo
alcanzar la fase exponencial y posteriormente se inoculé el cultivo a analizar partiendo del
preindculo. Todos los cultivos se incubaron a la temperatura requerida por el experimento
concreto, normalmente, 25°C, 28°C, 32°C, 36°C o 37°C. En el caso de los cultivos liquidos, los
matraces se mantuvieron con una agitacion de entre 200 y 250 rpm y el volumen de cultivo no
superd % del volumen del matraz, para permitir su correcta aireacion.

El crecimiento en medio liquido se determiné mediante lectura de la absorbancia del
cultivo a 600 nm en un espectrofotémetro (BioRad Smart-Spec 3000). Se emplearon curvas de
calibracion obtenidas previamente en el laboratorio segun las cuales una densidad dptica de
0,8 equivale aproximadamente a 10’ células/ml de S. pombe. El mantenimiento de las cepas se
realizd por resiembra en placas de medio sélido.

3.2 Sincronizacion de cultivos celulares de S. pombe mediante el
uso de cepas mutantes termosensibles

La cepa mutante de S. pombe cdc25-22 es termosensible. Presenta un ciclo mitético
normal a la temperatura permisiva (25°C), mientras que a la temperatura restrictiva (36°C) las
células detienen el ciclo celular en fase G2 (Mitchison and Creanor, 1971). Esta propiedad se
puede aprovechar para conseguir cultivos sincronicos.

Inicialmente, la cepa mutante se cultivé en medio YES a 25°C durante toda la noche. A
la mafiana siguiente, se inoculd medio YES a una densidad éptica a 600 nm de 0,3 y se incubd a
36°C durante 4 horas para provocar la parada del ciclo celular. Posteriormente las células se
analizaron mediante microscopia.

3.3 Ensayos de crecimiento en gota

Los estudios de termosensibilidad y de crecimiento a diferentes temperaturas de S.
pombe se realizaron en medios sélidos YES o medio minimo con o sin tiamina. Partiendo de
cultivos liquidos, las células se concentraron hasta una densidad dptica a 600 nm igual a 2, en
el caso de crecimiento en YES y de 4, en el caso de crecimiento en medio minimo. Se realizaron
diluciones seriadas % hasta un total de 6 concentraciones decrecientes de células y con un
replicador (Sigma) se colocd una gota de cada concentracidon sobre las placas con el medio de
cultivo. Las placas fueron incubadas a las distintas temperaturas de 2 a 4 dias, dependiendo del
medio y de la temperatura.
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3.4 Condiciones de crecimiento para E. coli

Las células de E. coli se cultivaron en medio liquido en incubadores con agitacion
orbital a una temperatura de 37°C. Para el crecimiento en medios sélidos las células se
incubaron en estufas a 37°C.

4 Métodos genéticos

4.1 Conjugacion

Para inducir la conjugacién entre dos cepas de S. pombe, se usaron estirpes
heterotalicas de tipo sexual opuesto (h* o h’) incubadas durante 24 horas en placas de medio
YES. Se recogié aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se mezclaron
en un pequeiio volumen de agua estéril (25 ul). A continuacién, se depositd la suspension de
células en una placa de MEA (Malt Extract Agar). Los zigotos se originan transcurridas 12-20
horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulacién, formando ascas con 4 ascosporas al
cabo de 1-2 dias de incubacién a 25°C.

4.2 Aislamiento de ascosporas

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

5 Procedimientos generales de biologia molecular

5.1 Vectores utilizados
5.1.1 Vectores de E. coli

— pBluescript KS+ y SK+ (Stratagene)

Son plasmidos autorreplicativos de 2,9 kb que llevan el gen de resistencia a ampicilina,
el origen de replicacién colE1 y un fragmento del operdn de lactosa de E. coli que codifica el
péptido a de la B-galactosidasa (LacZ’). Los dos vectores se diferencian por la orientacion del
sitio de clonacidn multiple y los promotores de las ARN-polimerasas T3 y T7 que los flanquean
y que sirven para la sintesis in vitro del ARN. Llevan el origen de replicacién del fago f1 que
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permite la obtencion de ADN monocatenario tras infeccion de las células portadoras del
pldsmido con el fago auxiliar M13K07. En el laboratorio, se construyd una versién modificada
del plasmido pBluescript SK+ cuyo sitio de clonacién multiple fue alterado introduciendo
nuevos sitios de clonacion y un epitopo de hemaglutinina del virus de la influenza. Este
plasmido fue construido por el Dr. Manuel Arellano.

— pGEX (Pharmacia)

Contiene el gen que codifica la proteina GST (de Glutation-S Transferasa), el gen de
resistencia a ampicilina y el promotor T7 junto con el operén de la lactosa para inducir la
expresion del gen clonado en presencia de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).

— pGEM-T (Promega)

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

5.1.2 Vectores de S. pombe

- pJK-148

Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen leul” de S. pombe como marcador de seleccién
y carece de secuencias ars1, por lo que no se replica de manera auténoma. Se utiliza para la
integracion de secuencias de ADN en el genoma de S. pombe. Para que la integracion tenga
lugar, es necesario digerir el plasmido con una enzima de restriccién de corte Unico que lo
linearice. Normalmente, se utilizaron los sitios de restriccion de las enzimas Nrul o Tth111],
que se encuentran en el gen leul”. El plasmido linearizado se introduce en una cepa leul-32,
de modo que, tras la recombinacidn, en el genoma de S. pombe se reconstituyen 2 copias del
gen leul, una mutada y otra silvestre, recuperandose asi la capacidad de crecer en un medio
sin leucina. Este plasmido descrito en (Keeney and Boeke, 1994) posee ademas: un fragmento
de ADN que incluye sitios de reconocimiento para 19 enzimas de restriccion; el gen de
resistencia a ampicilina; un fragmento del fago f1 que codifica las funciones requeridas para la
obtencién de ADN monocatenario; un origen de replicacién para E. coli; y el gen lacZ de la B-
galactosidasa para la seleccién de clones por su color blanco o azul.

- pREP

Son una serie de vectores de expresidon en S. pombe, reprimibles en presencia de
tiamina. Todos ellos poseen elementos comunes en su estructura: un origen de replicacion de
E. coli; el gen de resistencia a ampicilina; el origen de replicacion ars1 de S. pombe; un gen
marcador de complementacién de auxotrofias de S. pombe y el promotor del gen nmtl (no
messenger with thiamine) fusionado a un sitio de clonacion multiple, que permite
sobreexpresar los insertos clonados cuando se incuban las células en ausencia de tiamina.
Todos los vectores pREPX proceden del vector pREP1 (Maundrell, 1990), de elevada expresion,
al que se le incorporé un sitio Xhol en el sitio de clonacién multiple (Forsburg, 1993). Los
distintos vectores pREPX se diferencian entre si por:
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— El marcador de seleccién: LEU2 de S. cerevisiae (que complementa estirpes leul-32), en
el caso de los vectores denominados con nimero impar, pREP1, pREP3X, pREP41X y pREP81X;
y ura4” (que complementa estirpes ura4-D18), en el caso de los vectores denominados con
numero par, pREP4X, pREP42X y pREP82X.

— El promotor: para poder inducir niveles de expresién intermedios, se modificd el
promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en su secuencia TATA, que
disminuyen la fortaleza de éste. Asi, los vectores de expresion fuerte son los plasmidos pREP1,
pPREP3X y pREP4X, los de expresidon intermedia son pREP41X y pREP42X y los de expresidn baja
son pREP81X y pREP82X (Basi et al., 1993).

Dentro de la familia de plasmidos pREP se encuentra también el vector pREP-KZ o
PREP1-GST (Shiozaki and Russell, 1995). Se trata de un vector pREP1 que contiene en el
extremo 5’ del sitio de clonaciéon multiple, la secuencia codificante de la proteina GST y un sitio
de corte para la trombina, y en el extremo 3’ del sitio de clonacidn multiple, la secuencia
codificante de dos epitopos de la hemaglutinina.

5.2 Obtencion de ADN

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

La extraccidon de ADN plasmidico de levaduras se realizé segln los protocolos descritos
por (Moreno et al., 1991).

5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo en los
termocicladores GeneAmp PCR System 2.700 de Applied Biosystems y MyCycler™ Thermal
Cycler de BioRad. Las mezclas de reaccidon contenian: tampdn de reaccién suministrado por el
proveedor, MgCl, 1,5 mM, los 4 desoxinucledtidos trifosfato precursores a una concentracion
final de 0,2 mM cada uno, 0,40 uM de cada oligonucledtido utilizado como cebador, 0,05 U/l
de polimerasa Taq (BioTagq, Bioline) o 0,02 U/ul de polimerasa Phusion High-Fidelity, (Thermo
Scientific) y una cantidad de ADN molde variable, dependiendo de si se trataba de ADN
gendmico o plasmidico. Para la comprobacion rutinaria de cepas mutantes de S. pombe, se
utilizaron células directamente, sin necesidad de extraer el ADN. La reaccién requiere la
desnaturalizacion del ADN molde, el anillamiento de los cebadores u oligonucledtidos
incorporados a la reaccién y finalmente, la extension de las hebras sintetizadas. En cada
momento se requiere que la reaccién se encuentre a una temperatura determinada. El
numero de ciclos, la temperatura de anillamiento y el tiempo de extensién se modifico
dependiendo de las caracteristicas del experimento. La purificacion de los productos de PCR se
realizd mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).
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La mutacién de la treonina 141 de Rga6 se realizd por mutagénesis dirigida mediante

PCR. Para ello se usd la enzima Pfu Ultra High Fidelity Polymerase (Agilent Technologies), oligos

solapantes que contenian la mutacién deseada y como ADN molde la ORF de rga6” clonada en

el vector pGEM-T. El ADN resultante se secuencid para confirmar el reemplazamiento de la

treonina 141 tanto por una alanina como por un aspartico. La ORF de rga6” mutada se cloné

en el vector pJK-148 y se integré en el locus leul” de la cepa leul-32 ura4-D18 ade- rga6A,

como se ha descrito en el apartado 5.1.2 de Materiales y Métodos.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Integrated

DNA Technologies (IDT) y sus secuencias y utilidad se describen en la Tabla Il

Tabla II: Oligonucleédtidos utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia

Utilidad

Apal Prga6 F

5'-ATATAGGGCCCACTGTTTATACTTGTGTCTC-3'

Clonacién del promotor de rga6*

Sall Prga6 R 5'-ATATAGTCGACACTTCTCCCAACAATTTC-3' Clonacién del promotor de rga6”
BamHI Trga6 F 5'-ATATAGGATCCGAAAGGATTTCTGTTTTCGG-3' Clonacién del terminador de rga6”
Sacl Trga6 R 5'-ATATAGAGCTCCTGCATTTATACAATCTAGC-3' Clonacion del terminador de rga6”

Sall ORFrga6 F

5'-ATATAGTCGACATGACCTTAAATCCTTCGACTC-3'

Clonacién de la ORF de rga6”

BamHI Cter rga6 R

5'-ATATAGGATCCAGATTTCTTCTTGTTTGATCG-3'

Clonacién de la ORF de rga6”

Sall ATG Ser rga6 F

5'-ATATAGTCGACATGTCATCCCTAAATCTAAGCTCC-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP AN-term1

Sall ATG +GAP rga6 F

5'-ATATAGTCGACATGCTTACTTACTCTCCAAAACGTC-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP AN-term?2

BamHI AC580 rga6 R

5'-ATATAGGATCCTGGAGAATCTTCTTTCGGGAC-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP AC-term?2

BamHI ACrga6 —PBR R

5'-ATATAGGATCCTTCCGAAGAAGCAGTAACAGTG-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP AC-term1

Sall ATG PBRF

5'-ATATAGTCGACATGGTCACTGTTACTGCTTCTTCG-3'

Clonacién de la regién polibasica de rga6”

BamHI Cter rga6 STOP R

5'-ATATAGGATCCTTAAGATTTCTTCTTGTTTGATCG-3'

Clonacién de la region polibasica de rga6”

SER MENOS Bglll R

5'-ATATAAGATCTCCTCCCTAGAGGACCATTG-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP ASer

SER MENOS Bglll F

5'-ATATAAGATCTATCCTCCGCCGCCCCTCTC-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP ASer

Rgab T141AF

5'-CATGTGGATCCCCTGCTAAGCTGATACACTCG-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP T141A

Rgab T141AR

5'-CGAGTGTATCAGCTTAGCAGGGGATCCACATG-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP T141A

RgabT141D F

5'-CATGTGGATCCCCTGATAAGCTGATACACTCG-3'

Construccion de la cepa Rgab-GFP T141D

Rga6 T141D R

5'-CGAGTGTATCAGCTTATCAGGGGATCCACATG-3'

Construccion de la cepaRga6-GFP T141D

Bglll+GAP rga6 F

5'-ATATAAGATCTCTTACTTACTCTCCAAAACGTC-3'

Construccion de la cepa Rga6-GFP A187-259

Apal Prga4d F 5'-ATATAGGGCCCCGTTCTCGCTGACAGGATTG-3' Clonacién del promotor de rga4*
Sall Prga4 R 5'-ATATAGTCGACAAGGAAATCAATATTCTGAAAATT-3' Clonacién del promotor de rga4”
BamHI Trgad F 5'-ATATAGGATCCATTCACACTATCCTTTAATAATTCG-3' Clonacién del terminador de rga4”
Sacl Trgad R 5'-ATATAGAGCTCTGATAATGCATTATGAAGAAGC-3' Clonacion del terminador de rga4”

Sall ORFrgad F

5'-ATATAGTCGACATGAATTCGGGTACGACACTTC-3'

Clonacién de la ORF de rga4”

BamH| GAPrga4 R

5'-ATATAGGATCCGGCAAAGACTTCATGTACATG-3'

Clonacion de la ORF de rga4”

BamH| GAPrga6R

5'-ATATAGGATCCAAGTAGTACCTCTGGCCAGTG-3'

Construccion de la cepa Rga4-GAPRga6-GFP

5'-CTTCGATCAAAACAGGCTAACACTCTTGTTGCTCCCAC

ORFrgad GAPrgab ATATTTTTGCTC-3' Construccion de la cepa Rga4-GAPRga6-GFP
5'-CACTCCTGAATGTGCACCTCCTTCTTTGAGAGTCCCGAC
ORFrga6 GAPrga4 GCTTATCGTTTC-3' Construccion de la cepa Rga6-GAPRga4-GFP

Pstl GAPrgad4 R

5'-ATATACTGCAGGAGTAAAAATAGCAACTTGGTCAGTTA
ACCCAACATCAGAAAAACAATTGGGTATGTCGAGAGAAT
TGATTTTGGCAAAGACTTCATG TACATG-3'

Construccion de la cepa Rgab-GAPRga4-GFP
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Nombre

Secuencia

Utilidad

Ndel ORFrga6 F

5'-ATATACATATGATGACCTTAAATCCTTCGACTC-3'

Clonacién de la ORF de rga6” sin la PBR,
para realizar el ensayo de unién a
fosfolipidos

Sall ACrga6 -PBR R

5'-ATATAGTCGACTTATTCCGAAGAAGCAGTAACAGTG-3'

Clonacién de la ORF de rga6+ sin la PBR,
para realizar el ensayo de unién a
fosfolipidos

Sall N-term rga2F

5'-ATATAGTCGACATGGTAAAGATGGATGTTGTG-3'

Clonacién del extremo N-term de rga2”

Sall N-term rga2 R

5'-ATATAGTCGACCTCAGGAGGAAGAAAGAATACATC-3'

Clonacién del extremo N-term de rga2”
(para llevar Rgab a los polos)

BamHI N-term rga2 R

5'-ATATAGGATCCCTCAGGAGGAAGAAAGAATACATC-3'

Clonacién del extremo N-term de rga2”

5.4 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizo en el servicio de secuenciacién de la
Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automatico Abi prism 3100 Genetic
analyzer (Applied Biosystems).

La técnica usada se basa en el protocolo descrito (Sanger et al., 1977), pero en este
caso, se emplearon didesoxinucledtidos marcados con fluorocromos y un laser capaz de
reconocer los distintos colores (longitud de onda de emisién) de los fluorocromos, que
corresponden a cada una de las bases del DNA. El fundamento de este sistema es una reaccion
de PCR en la cual la extension enzimatica de una cadena de DNA a partir de un oligonucleétido
iniciador, empleando DNA bicatenario como molde, es interrumpida por la incorporacién de
didesoxinucleétidos.

5.5 Manipulacion de ADN

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

El analisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de
restriccion o por amplificacion mediante PCR se llevd a cabo mediante electroforesis en geles
de agarosa (UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje (0,6 - 1,5%), segun el tamafo
de los fragmentos a analizar. Los geles de agarosa llevaban el agente intercalante de ADN
Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe) a una concentracion final de 0,04 pl/ml, para
localizar el ADN mediante iluminacién con una fuente de luz ultravioleta. El tampdn utilizado,
tanto para preparar la agarosa como para realizar la electroforesis, fue TAE (Tris-Acetato 40
mM, EDTA (4cido etilén diamino tetra-acético) 1 mM, pH 8,0).

El aislamiento y purificacion de los fragmentos de ADN después de su separacion en
geles de agarosa se llevd a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit de GE Healthcare.
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La ligacion de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo 5’ del
vector mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer), se realizé con la
enzima ADN ligasa del fago T4 (ELO335, Fermentas).

5.6 Transformacion de E. coli

La transformacidn de E. coli con plasmidos o con mezclas de ligacidn se realizé de
acuerdo con el procedimiento disefiado por Kushner, 1978, basado en el choque térmico
(Kushner, 1978). En algunos casos, la transformacion con plasmidos purificados se realizd por
un método simplificado conocido como “transformacion del minuto” (Golub, 1988).

5.7 Transformacién de S. pombe

La transformacién de S. pombe se realizd por el método del acetato de litio-sorbitol
(Ito et al., 1983), con las modificaciones descritas (Bahler et al., 1998).

5.8 Vectores construidos en este trabajo

5.8.1 Construccion de las sobreexpresiones integradas de rga6’ y de rga4’

Para poder integrar las sobreexpresiones de rga6” y de rga4” en el locus leul” de las
cepas h* leu1-32 ura4-D18 ade- rga6A y h* leul-32 ura4-D18 rgadA, respectivamente, se
utilizaron los vectores pREP1-Rga6, pREP1-GFP-Rga6 y pREP3X-Rga4. A partir de ellos, se
obtuvieron directamente los mddulos de integracion “Promotor nmt1” - (GFP) ORF rga6’/rga4’

+n

- Terminador nmt1™ como Pstl/ Sacl y se clonaron en el sitio de clonaciéon multiple del

plasmido pJK-148 (Figura 75). Posteriormente se linearizé el vector plJK-148 mediante
digestidn con las enzimas Nrul o Tth111ly se integré en el gen leul” de las células.

Pstl Ndel Sacl
(=]
rich

Pstl Sacl
I [T [ ot [T oo

Figura 75. Médulo de integracién para sobreexpresar rga6’ y rga4’.

Los plasmidos obtenidos fueron los siguientes:

— pJK-148 Pnmt1 - rga6’ - Tnmt1
— pJK-148 Pnmt1 - GFP-rga6 - Tnmt1
— pJK-148 Pnmt1 - rga4” - Tnmt1
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5.8.2 Construccion del médulo de integraciéon de rga6® y sus versiones
truncadas o mutadas

Para poder integrar la ORF de rga6” y sus versiones truncadas o mutadas en el locus
leul® de la cepa h’ leul-32 ura4-D18 ade- rga6A, se construyd un médulo de integracion
(Figura 76). Este mddulo contenia 500 pares de bases de la regién promotora de rga6”, la ORF
de rga6’ completa o sus versiones truncadas y 500 pares de bases de la regién 3’ no
codificante de rga6’. Ademas, se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de las ORF
codificantes para las versiones truncadas de rga6” y tanto en el extremo 5’ como 3’ de la ORF
completa de rga6” y de su regidn polibésica (PBR).

Se obtuvieron las distintas partes del méodulo mediante una PCR de alta fidelidad. Se
utiliz6 como molde el vector pREP1-Rga6 para obtener las distintas versiones de la ORF de
rga6’ y ADN gendmico de S. pombe para amplificar las regiones 3’ y 5’ no codificantes del gen.
Se emplearon oligonucledtidos que incorporaban los sitios de restriccion Apal y Sall para la
regidon promotora de rga6’, Sall y BamHI para las distintas versiones de la ORF de rga6” y
BamHI y Sacl para amplificar el terminador de rga6’. La ORF de rga6” con la regién rica en
serinas delecionada se cloné como Sall/ Bglll/ BamHI. En el extremo 5’ o 3’ de las distintas
ORFs de rga6” se cloné la proteina GFP como Sall/ Sall o como BamHIl/ BamHI,
respectivamente.

A/D
Apal Sall 1414/ Pstl BamHI Sacl

I I
AN-terml AN-term2 AC-term2 AC-terml
ASer

Figura 76. Médulo de integracién de rga6” y de sus versiones mutadas o truncadas.

Los productos de PCR se clonaron en los plasmidos pGEM-T y KS+ para permitir su
secuenciacién y la construccién progresiva de los distintos mddulos de integracion.
Posteriormente los mddulos completos se clonaron en el plasmido pJK-148, en el sitio Apal-
Sacl de su secuencia de clonacion multiple. Se linearizé el vector pJK-148 mediante digestion
con las enzimas Nrul o Tth111/y se integré en el gen leul” de las células.

Los vectores obtenidos fueron los siguientes:

— pJK-148 GFP-Rga6: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 5’ de la ORF de
rga6’ completa (1-733 aa).

— pJK-148 Rgab-GFP: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la ORF de
rga6’ completa (1-733 aa).

— pJK-148 Rga6-GFP AN-term1: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6’ AN-term1 (187-733 aa), que carece de la zona previa a la regidn rica en serinas.

— pJK-148 Rga6-GFP AN-term2: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6® AN-term2 (260-733 aa), que carece tanto de la zona previa a la regidn rica en
serinas, como de dicha region.
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— pJK-148 Rga6-GFP AC-term1: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6” AC-term1 (1-700 aa), que no tiene los 33 aminoécidos finales correspondientes a
la regién polibdsica (PBR).

— pJK-148 Rga6-GFP AC-term2: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6” AC-term2 (1-580 aa), que carece de una regién mas amplia del extremo C-
terminal de la proteina.

— pJK-148 Rga6-GFP ASer: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la ORF
de rga6’ ASer (A187-253 aa), que carece de la regidn rica en serinas.

— pJK-148 Rgab-GFP T141A: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la ORF
de rga6’ que contiene, por mutagénesis dirigida, la mutacién de la treonina 141 por una
alanina.

— pJK-148 Rgab-GFP T141D: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la ORF
de rga6’ que contiene, por mutagénesis dirigida, la mutacién de la treonina 141 por un
aspartico.

— pJK-148 Rgab6-GFP ASer T141A: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6” que carece de la region rica en serinas (A187-253 aa) y que ademds contiene, por
mutagénesis dirigida, la mutacién de la treonina 141 por una alanina.

— pJK-148 Rga6-GFP ASer T141D: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6’ que carece de la regidn rica en serinas (A187-253 aa) y que ademds contiene, por
mutagénesis dirigida, la mutacién de la treonina 141 por un aspartico.

— pJK-148 Rga6-GFP A187-259: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga6’ que carece de la regidn rica en serinas y, ademas, de los dos sitios putativos de
reconocimiento por la proteina Rad24 (A187-259 aa).

— pJK-148 PBR-GFP: se clond la secuencia de Rga6 que codifica los 41 aminodacidos finales
de la proteina (693-733 aa), que incluyen los 33 aminodacidos correspondientes a la region
polibasica (PBR, 700-733 aa), y se le fusiond en el extremo 3’, en fase de lectura, la ORF de la
proteina GFP.

— pJK-148 GFP-PBR: se clond la secuencia de Rga6 que codifica los 41 aminodacidos finales
de la proteina (693-733 aa), que incluyen los 33 aminodcidos correspondientes a la region
polibasica (PBR, 700-733 aa), y se le fusiond en el extremo 5’, en fase de lectura, la ORF de la
proteina GFP.

5.8.3 Construccion del médulo de integracion de rga4’

Para poder integrar la ORF de rga4” en el locus leul” de la cepa h* leu1-32 ura4-D18
rgad4, se construyé un modulo de integracion (Figura 77). Este médulo contenia 500 pares de
bases de la regién promotora de rga4’, la ORF de rga4” completa y 240 pares de bases de la
region 3’ no codificante de rga4*. Ademas, se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’
de la ORF de rga4’.

Las distintas partes se obtuvieron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad. Se utilizo
como molde el vector pREP3X-Rga4 para obtener la ORF de rga4® y ADN gendmico de S.
pombe para amplificar las regiones 3’ y 5 no codificantes del gen. Se emplearon
oligonucleétidos que incorporaban los sitios de restriccidon Apal y Sall para la regién promotora
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de rga4’, Sall y BamHI para la ORF de rga4”y BamHI y Sacl para amplificar el terminador de
rga4’. La proteina GFP se cloné como BamHI/ BamHI en el extremo 3’ de la ORF de rga4".

Apal Sall BamHI Sacl

Prgad | um I LIM| Trgad Rgad

Figura 77. Médulo de integracién de rga4”.

Los productos de PCR se clonaron en los plasmidos pGEM-T y KS+ para permitir su
secuenciacién y la construccién progresiva del mdédulo de integracién. Posteriormente el
mddulo completo se cloné en el pldsmido pJK-148, en el sitio Apal-Sacl de su secuencia de
clonacién multiple. Se linearizd el vector pJK-148 mediante digestidon con la enzima Tth111ly
se integré en el gen leul’ de las células.

El vector obtenido fue el siguiente:

— pJK-148 Rgad-GFP: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la ORF de
rga4’ completa (1-933 aa).

5.8.4 Construccion del médulo de integracién de las quimeras de rga6” y
rgad’

Para poder integrar la ORF de rga6’ con su dominio GAP reemplazado por el de Rga4
en el locus leul” de la cepa h* leul-32 ura4-D18 ade- rga6l, se construyd un médulo de
integracién (Figura 78 A). Dicho mdédulo contenia 500 pares de bases de la region promotora
de rga6’, la ORF de rga6’ con su dominio GAP intercambiado por el de Rga4 y 500 pares de
bases de la regién 3’ no codificante de rga6’. Se construyé otro mddulo de integracién para
poder integrar la ORF de rga4” con su dominio GAP reemplazado por el de Rga6 en el locus
leu1” de la cepa h* leu1-32 ura4-D18 rga4A (Figura 78 B). Este mddulo contenia 500 pares de
bases de la regién promotora de rga4’, la ORF de rga4’ con su dominio GAP intercambiado por
el de Rga6 y 240 pares de bases de la regién 3’ no codificante de rga4’. En ambos casos, se
clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de las ORFs quiméricas.

Las distintas partes se obtuvieron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad. Se
utilizaron como moldes los vectores pREP1-Rga6 y pREP3X-Rgad4 para obtener las ORFs
quiméricas y ADN gendmico de S. pombe para obtener las regiones 3’ y 5’ no codificantes de
los genes. Se emplearon oligonucleétidos que incorporaban los sitios de restriccién Apal y Sall
para las regiones promotoras de rga6” o de rga4’, Sall y BamHI para las ORFs quiméricas y
BamHI y Sacl para amplificar sus regiones terminadoras. La proteina GFP se cloné como
BamHI/ BamHI en el extremo 3’ de las quimeras.

Para realizar el intercambio de los dominios GAPs sin introducir ningun sitio de
restriccion entre el dominio GAP donante y la ORF receptora, se utilizaron los sitios de
restriccion Pstl y Bglll, Gnicos en las ORFs de rga6”y de rga4’, respectivamente. Se realizé una
primera PCR con oligos largos, que permitié amplificar los dominios GAPs y afiadir en sus
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extremos un fragmento de secuencia complementaria a la ORF receptora. Posteriormente, se
llevd a cabo el reemplazamiento de los dominios GAPs mediante una segunda PCR sobre la
ORF receptora. Para ello se utilizé el primer producto de PCR, correspondiente al dominio GAP
donante, como uno de los oligos. Por ultimo, se clond la quimera resultante sobre el médulo
de integracion de rga6’, como Sall/ Pstl y sobre el médulo de integracién de rga4’, como Bglll/
BamHlI.

A)

— 2: PCR

Apal Sall > o PCR< | Pstl Bar|nHI Sacl

Prga6 | s - |PBR| Trga6

Rga6-GAPRga4

2 PCR
Apal Sall Bglll > 1:PCR "€ BamHI Sacl

Prga4 | Lim | UM|

Trgad

Rga4-GAPRgab

Figura 78. Médulos de integracién de las ORFs quiméricas entre rga6’ y rga4’. A) Médulo de integracién usado
para reemplazar el dominio GAP de rga6” por el de rga4”. B) Mddulo de integracién usado para reemplazar el
dominio GAP de rga4” por el de rga6”. Se representa como flechas los oligonucledtidos utilizados como cebadores
en las PCRs para reemplazar los dominios GAPs. El color rojo indica complementariedad de la secuencia del
oligonucledtido con rga4” y el color morado indica complementariedad de la secuencia con rga6’.

Todos los productos de PCR se clonaron en los plasmidos pGEM-T y KS+ para permitir
su secuenciacion y la construccidon progresiva de los distintos modulos de integracion. Los
madulos finales completos se clonaron en el plasmido pJK-148, en el sitio Apal-Sacl de su
secuencia de clonacién multiple. Posteriormente se linearizd el vector pJK-148 mediante
digestidn con las enzimas Nrul o Tth111ly se integrd en el gen leul” de las células.

Los vectores obtenidos fueron los siguientes:

— pJK-148 Rga6-GAPRga4-GFP: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rgaé6’, en la que se habia reemplazado su dominio GAP (329-547 aa) por el de Rga4
(758-933 aa).

— pJK-148 Rgad-GAPRga6-GFP: se clond la ORF de la proteina GFP en el extremo 3’ de la
ORF de rga4’, en la que se habia reemplazado su dominio GAP por el de Rgaé.

5.8.5 Construccion del médulo de integracién de las quimeras de rga6” y
rga2’

Para integrar la secuencia codificante de las proteinas quiméricas Rga2-Rga6 en el
locus leul” de la cepa h* leul-32 ura4-D18 ade- rga64, se construyeron dos mdédulos de
integracidn que contenian: 500 pares de bases de la regién promotora de rga6’, la secuencia
codificante del extremo N-terminal de rga2” fusionada, en fase de lectura, con cada una de las
dos versiones truncadas de la ORF de rga6”y 500 pares de bases de la region 3’ no codificante
de rga6” (Figura 79 A y B). Como control de la localizacién en los polos, se construyd otro
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mddulo de integracidn que contenia sélo el extremo N-terminal de rga2®, bajo el control del
promotor y del terminador de rga6” (Figura 79 C). En todos los casos, se clond la ORF de la
proteina GFP en el extremo 3’ de las quimeras.

Las distintas partes se obtuvieron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad. Se utilizd
como molde ADN plasmidico conteniendo las ORFs de rga2’ o de rga6’ para amplificar la
region codificante de interés de cada gen y ADN gendmico de S. pombe para obtener las
regiones 3’ y 5’ no codificantes de rga6’. Se emplearon oligonucleétidos que incorporaban los
sitios de restricciéon Apal y Sall para la region promotora de rga6’, Sall y Sall para el extremo N-
terminal de rga2” (o Sall/ BamHI en el pldsmido control), Sall y BamHI para la ORFs truncadas
de rga6’ y BamHI y Sacl para amplificar el terminador de rga6’. La proteina GFP se clondé como
BamHI/ BamHI en el extremo 3’ de las quimeras.

A)
| N-term rga2 |
Apal Sall BamHI Sacl
I 0 N
Rga6-GFP AC-term1l
B)
N-term rga2 |
Apal Sall BamHI Sacl
Rga6-GFP AN-term2 - AC-term1
9

Apal Sall BamHI Sacl

Prga6 N-term rga2 Trga6é

Figura 79. Mddulos de integracién de las ORFs quiméricas entre rga6’ y rga2’. A) y B) Médulos de integracion
usados para construir las quimeras entre Rga6 y Rga2. C) Mddulo de integracidn usado para expresar el extremo N-
terminal de Rga2 bajo el control del promotor y del terminador de rga6".

Los productos de PCR se clonaron en los plasmidos pGEM-T y KS+ para permitir su
secuenciacién y la construccidén progresiva de los mddulos de integracidn. Posteriormente los
mddulos finales completos se clonaron en el plasmido pJK-148, en el sitio Apal-Sacl de su
secuencia de clonacién multiple. Se linearizé el vector pJK-148 mediante digestiéon con la
enzima Tth111ly se integrd en el gen leul” de las células.

Los vectores obtenidos fueron los siguientes:

— pJK-148 N-term gg.,-GFP: plasmido control. Se clon6 el extremo N-terminal de la
proteina GAP Rga2 (1-718 aa) fusionado a GFP.
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— pJK-148 N-term gg,»-Rgab-GFP AC-term1: se clond el extremo N-terminal de Rga2 (1-718
aa) fusionado, en fase de lectura, con la version truncada de Rga6 AC-term1 (1-700 aa) que
carece de la regidn polibasica de Rga6 (PBR). Se marcé la proteina quimérica en su extremo 3’
con GFP para estudiar su localizacidn.

— pJK-148 N-term ggq-Rga6-GFP AN-term2 - AC-term1: se cloné el extremo N-terminal de
Rga2 (1-718 aa) fusionado, en fase de lectura, con la versidn truncada de Rga6 AN-term2 - AC-
term1 (260-700 aa), que carece del extremo N-terminal de Rga6 y de su regidn polibasica. Se
marco la quimera en su extremo 3’ con GFP para estudiar su localizacion.

6 Analisis de proteinas

6.1 Obtencion de extractos celulares

Los ensayos de Western-blot y purificacion de proteinas se realizaron a partir de
extractos celulares obtenidos de la siguiente manera: se resuspendieron 1 x 10’ células en 300
pl de tampdn de lisis B (NP-40 al 0,5%, NaCl 20 mM, glicerol al 10%, MgCl, 2 mM, DTT 0,1 mM
y Tris-HCI 50 mM pH 7,6) con inhibidores de proteasas (2 pg/ml aprotinina, 2 ug/ml
leupeptina, 2 pg/ml pestatina y 1 mM PMSF). Las células se lisaron con bolitas de vidrio (v/v)
(G8772, Sigma) en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant), durante 2 pulsos de 16 segundos a
una potencia de 6,0. Se comprobd la rotura celular por observacidn al microscopio de
contraste de fases. Las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante
centrifugacién a 5.000 rpm durante 10 minutos. Todo el proceso se realizé a 4°C para evitar la
degradacién de las proteinas. La concentracidn de proteina en los extractos celulares se
cuantificé mediante el método colorimétrico descrito en (Bradford, 1976). Para proceder a la
electroforesis en geles de poliacrilamida, las muestras de extracto obtenidas se prepararon en
tampédn de carga 1X (SDS al 2%, glicerol al 10%, DTT 50 mM y azul de bromofenol al 0,04%).

6.2 Obtencion de extractos celulares con TCA al 20%

Para analizar la expresidon de las versiones truncadas de Rga6 y de las proteinas
quiméricas de Rga6 y de Rga4, se obtuvieron extractos celulares de las distintas cepas con TCA
al 20%. Se recogieron 50 ml de células creciendo en fase exponencial (D.Oggonm = 0,6) Y se
lavaron con 1 ml de TCA al 20%. Se resuspendieron en 200 pl de TCA al 20% y se lisaron con
bolitas de vidrio (G8772, Sigma) en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant), durante 2 pulsos de
20 segundos a una potencia de 6,5. Se afiadieron otros 200 pl de TCA al 20% y se agitaron las
células vigorosamente en un voértex, para completar el proceso de lisis. Se retiraron mediante
centrifugacion las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares. El sobrenadante obtenido se
centrifugdé durante 10 minutos a 11.000 rpm. Se resuspendié el pellet en 300 pul de tampdn de
carga 2X (SDS al 4%, glicerol al 20%, DTT 100 mM y azul de bromofenol al 0,08%) y se
afadieron 200 pl de Tris-HCI 1 M pH 9,0. Se hirvieron las muestras 3 minutos a 95°C y a
continuacioén, se centrifugaron durante 10 minutos a 11.000 rpm. Finalmente, se recupero el
sobrenadante y se analizd la proteina presente en los extractos mediante Western-blot.

128



Materiales y Métodos

6.3 Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Las muestras de extracto total o de los precipitados se desnaturalizaron durante 5
minutos a 100°Cy se centrifugaron a 11.000 rpm durante 1 minuto.

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

6.4 Inmunodeteccion de proteinas

En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (Tris-HClI 20 mM pH 7,6, NaCl
137 mM y Tween 20 al 0,1% de Sigma) con seroalbumina bovina al 1% o con leche desnatada
al 1-3%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo primario a la dilucion apropiada en solucion de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Se lavaron 4 veces durante 5 minutos
con abundante TBST y se incubaron después con un anticuerpo secundario anti-lgG unido a
peroxidasa (HRP, horseradish peroxidase) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Las
membranas se volvieron a lavar 4 veces con TBST y se afiadio el sustrato para la deteccion de
la actividad peroxidasa por quimioluminiscencia. Se empleé el kit WesternBright™ Sirius HRP
substrate (Advansta, Ecogen). Las proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectaron
usando peliculas X Ray Film 100NIF (Fujifilm).

Los anticuerpos utilizados fueron:

— Anticuerpo monoclonal de rata frente al epitopo HA, HA High Affinity (Roche), a una
dilucién de 1:10.000.

— Anticuerpo monoclonal de ratén frente a actina, C4 (ICN Biomedicals), a una dilucion
1:10.000.

— Anticuerpo monoclonal de ratdn frente a la proteina GFP, JL-8 (BD Biosciences), a una
dilucién 1:3.000.

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

— Anticuerpo monoclonal de cabra anti-lgG de rata unido a HRP (Santa Cruz
Biotechnology) a una dilucién 1:15.000.

— Anticuerpo policlonal anti-GST unido a HRP (GE Healthcare) a una dilucién 1:5.000.
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6.5 Valoracion de GTP-Cdc42

6.5.1 Produccion de GST-CRIB

Los niveles de Cdc42 activa se determinaron mediante el ensayo de precipitacién con
GST-CRIB. Este dominio sélo se asocia a Cdc42 cuando estd unida a GTP. La proteina
recombinante GST-CRIB se obtuvo en una cepa DH5a de E. coli transformada con el plasmido
PGEX-CRIB. Este plasmido lleva el fragmento de ADN que codifica el dominio CRIB (Cdc42/Rac
Interactive Binding) de la proteina Pak2 de células humanas, fusionado a la secuencia que
codifica la proteina GST (Glutation S-Transferasa) (Manser et al., 1998). Las bacterias
transformadas se incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB con el antibiético ampicilina (50
pug/ml) hasta que alcanzaron una densidad optica a 600 nm de 0,6. En este momento, se
afiadié IPTG a una concentracién final de 0,5 mM para inducir la expresidn del gen que codifica
la proteina de fusién y se incubaron a 28°C durante 3 horas mas. Se recogieron las células por
centrifugacién a 5.000 rpm y se resuspendieron en 20 ml de tampdn PBS (tampdn fosfato
salino: Na,HPO, 10 mM, KH,HPO, 2 mM, NaCl 137 mM y KCl 2,7 mM) frio, con inhibidores de
proteasas (2 ug/ml de pestatina, 2 ug/ml de leupeptina, 2 pg/ml de aprotininay 1 mM PMSF) y
lisozima (2 mg/ml). Tras 30 minutos de incubacion en hielo, las células se sonicaron 3 veces a
una potencia de 14 um de amplitud de onda durante 2 minutos. Se afiadid Tritdn TX-100 a una
concentracion final del 1% y se centrifugaron las células lisadas a 10.000 rpm durante 1 hora a
4°C.

Posteriormente, se recogiod el sobrenadante, se afiadieron 600 pl de glutation-sefarosa
(GE Healthcare) al 50% previamente equilibrada con PBS y se incubd durante 2 horas a 4°C. A
continuacion, las bolas de glutation-sefarosa unidas a la proteina de fusidn GST-CRIB, se
lavaron 3 veces con 40 ml de PBS, recogiéndose por centrifugacion a 3.000 rpm. Por ultimo, se
resuspendieron al 50% en tampdn de lisis B: NP-40 al 0,5%, NaCl 20 mM, glicerol al 10%, MgCl,
2 mM, DTT 0,1 mM vy Tris-HCI 50 mM pH 7,6 con inhibidores de proteasas a la misma
concentracion que la descrita anteriormente.

La cantidad de proteina se cuantificd por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%
tefiido con azul de Coomasie Brilliant Blue R-250, comparandola con diferentes cantidades
conocidas de seroalbumina bovina.

6.5.2 Ensayo de union de GTP-Cdc42 a GST-CRIB asociado a glutation-
sefarosa

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio que producian la proteina
Cdc42 fusionada al epitopo HA en su extremo N-terminal, tal y como se describié en el
apartado 6.1 de Materiales y Métodos. Se tomaron 2 mg de los extractos proteicos, se llevaron
hasta 500 pl con tampdn de lisis B y se afadieron 10 pug de GST-CRIB asociado a las bolas de
glutation-sefarosa. La mezcla se incubé durante 2 horas a 4°C y se lavd 4 veces con 1 ml de
tampon de lisis B. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 30 pl de tampdn de carga 2X y
se sometid a SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12%. Después se transfirié a una
membrana de PVDF, que se incubd con el anticuerpo monoclonal anti-HA High Affinity (Roche),
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para detectar la fraccion de la proteina HA-Cdc42 unida a GTP, que habia precipitado al unirse
al dominio CRIB de Pak2.

6.6 Ensayo de unidn de proteinas a fosfolipidos unidos a una
membrana comercial (PIP-Strips)

6.6.1 Purificaciéon de las proteinas

Para poder purificar las proteinas de interés se fusionaron a GST y se sobreexpresaron.
Para ello se utilizd el vector pREP-KZ, descrito en el apartado 5.1.2 de esta seccién. Se
obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio, como se ha descrito previamente en el
apartado 6.1 de Materiales y Métodos, utilizando como tampdn de lisis: Tris-HCI 20 mM pH 8,
NaCl 100 mM, EDTA 2 mM y Triton X-100 0,1%. En un 1 ml de tampdn de lisis, se incubaron
durante 2 horas en agitacion a 4°C, 8 mg de los extractos obtenidos con 130 pl de bolitas de
glutation-sefarosa (GE Healthcare) al 50%. Tras el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados
con el tampdn de lisis. Las proteinas de interés fusionadas a GST se eluyeron de la matriz de
glutation-sefarosa con 150 pl de tampdn de elucion: Tris-HClI 50 mM pH 8, NaCl 100 mM,
Triton X-100 0,1% y Glutation reducido 20 mM.

6.6.2 Ensayo de union de proteinas a fosfolipidos

Para el posterior ensayo de unidn, primero se bloqued durante 1 hora la membrana
comercial con los fosfolipidos unidos (Echelon Biosciences P-6001) con leche al 1% en TBST. A
continuacioén se incubaron las proteinas purificadas con la membrana a una concentracién de 1
ug/ml en solucién de bloqueo durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados con TBST y se incubd la
membrana de fosfolipidos con anticuerpo anti-GST conjugado con HRP (GE Healthcare) a una
dilucion 1:5.000. Se lavé la membrana y las proteinas unidas se detectaron mediante
guimioluminiscencia.

7 Técnicas microscopicas y tinciones

Para llevar a cabo estas técnicas las muestras se tomaron directamente de cultivos
liqguidos, creciendo en fase logaritmica y se emplearon diversos microscopios para su
observacion: Leica DM RXA y Nikon Eclipse i90 con camara Orca-ER, ambos controlados
mediante el programa Metamorph® (MDS Analytical Technologies). Ademas, se utilizd el
equipo Personal Deltavision Microscope (Applied Precision), que consta de un microscopio
invertido Olympus IX-71, controlado mediante el programa softWoRx Resolve3D. Las imagenes
obtenidas fueron capturadas con una camara CoolSNAP HQ? (PHOTOMETRICS) y se procesaron
posteriormente con los programas Metamorph® (MDS Analytical Technologies), Imagel o
Adobe Photoshop CS4 (Adobe System, Inc). Para el estudio de las oscilaciones de los niveles de
Cdc42 activa en los polos y para realizar los experimentos de FRAP (Fluorescence Recovery
After Photobleaching), se utilizé el equipo Spinning Disk, que consta de un microscopio
invertido Olympus IX-81, controlado mediante el programa Metamorph® (MDS Analytical
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Technologies), una camara Evolve y un mdédulo confocal de Spinning Disk CSU-X1 de
Yokogawa.

7.1 Microscopia de fluorescencia

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

7.1.1 Fluorescencia directa con GFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminodacidos
procedente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde
cuando se excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su
capacidad para emitir luz verde cuando se expresa de forma heteréloga en células eucariotas o
procariotas. Por ello, suele usarse como sistema de deteccion de la expresién y localizacion
subcelular de proteinas in vivo. Para ello, es necesario fusionar la secuencia de ADN que
codifica esta proteina en fase de lectura con la del gen de la proteina objeto de estudio y
observar la muestra en el microscopio de fluorescencia. Existen variantes de la proteina verde
fluorescente, como la EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), mas brillante que la
original, que emite luz de 507 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 488 nm;
la proteina azul fluorescente o CFP (Cian Fluorescent Protein), que emite luz de 475 nm de
longitud de onda cuando es excitada con luz de 433 nm; o la proteina amarilla fluorescente o
YFP (Yellow Fluorescent Protein), que emite luz de 527 nm de longitud de onda cuando es
excitada con luz de 514 nm.

Existe ademds la proteina roja fluorescente (DsRFP), que emite luz de 586 nm de
longitud de onda cuando es excitada con luz de 554 nm. Se han realizado modificaciones de la
proteina RFP, como la mCherry, cuya luz de emisién es mas brillante y estable, que emite luz
de 610 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 587 nm. Ademas, estas
proteinas pueden fusionarse en tdndem para aumentar la intensidad de la luz de emisidn,
como la proteina td-Tomato, que emite luz de 581 nm de longitud de onda cuando es excitada
con luz de 554 nm. El marcaje de parejas de proteinas con diferentes combinaciones de
proteinas fluorescentes permite la realizacion de experimentos de co-localizacién (Shaner et
al., 2005).

7.1.2 Tincion de calcofluor

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

La tincién de calcoflior se realizd directamente sobre la muestra antes de su
observacion, afiadiendo el calcoflior a una dilucién 1/6 (v/v).

7.1.3 Tincion de actina

Para esta tinciéon se utiliza la faloidina, una toxina extraida del hongo Amanita
phalloides, que se une con alta afinidad a la actina-F (actina polimerizada). Se usa la faloidina
conjugada a un compuesto fluorescente, en nuestro caso Alexa-fluor 448, como sonda para
detectar y tefiir la actina en el interior celular.

La tincidn de actina se realizd a partir del protocolo inicial, descrito por (Marks and
Hyams, 1985), siguiendo las indicaciones y modificaciones realizadas por F. Chang. Partiendo
de un cultivo en fase exponencial, se tomaron 5 ml de células y se fijaron afiadiendo 1 ml (1/5
del volumen del cultivo) de formaldehido al 16% (EM-grade MeOH Free, Polysciences) y 500 pl
(1/10 del volumen del cultivo) de tampdn PEM (PIPES 100 mM, EGTA 1 mM, Mg,S0O, 1 mM, pH
6,9). Las células se incubaron en agitacién a la temperatura del cultivo durante 1 hora y
posteriormente se lavaron 3 veces con tampdn PEM. Se recogieron de nuevo las células y se
permeabilizaron resuspendiéndolas en PEM con Tritén T-X100 al 1% durante 30 segundos,
para permitir la posterior entrada del compuesto fluorescente. Finalmente, se lavaron 3 veces
con PEM, se tomd 1 ul de células permeabilizadas y se mezclé con 8 ul de Alexa-fluor 448-
faloidina (Molecular Probes), resuspendida en PEM. Estas muestras se incubaron en oscuridad
durante 1 hora en un agitador orbital a temperatura ambiente. Las muestras asi tefiidas
pueden guardarse durante 1 o 2 dias a 4°C.

7.1.4 Tincion de FITC-lectina

Para ver las zonas de crecimiento, se realizé la tincidn de la pared celular con lectina.
Se utilizd lectina procedente de Bandeiraea simplicifolia conjugada al fluorocromo FITC
(Sigma), preparada a una concentracion de 1 pg/ul. La tincidn se realizé segun las indicaciones
del protocolo descrito por (Bahler and Pringle, 1998), con las siguientes modificaciones. Se
partio de cultivos en fase exponencial incubados a 28°C en medio minimo liquido. Las células
se recogieron por centrifugacién (5 minutos a 3.000 rpm) y se resuspendieron en medio
minimo mas 5 pug/ml de FITC-lectina. Se incubaron las células en agitacion y en oscuridad a
28°C durante 15 minutos. Posteriormente, se recogieron las células por centrifugacion y se
lavaron 2 veces con medio minimo. Se incubaron de nuevo las células, ya tefidas con FITC-
lectina, en medio minimo a 28°C durante 2 horas y media, en agitacidon y oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se observaron las células al microscopio. Se realizé la tincidon de
calcofltior para poder distinguir las nuevas zonas de crecimiento en la pared, de las zonas
viejas tenidas con FITC-lectina.
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7.2 Microscopia en tiempo real (time-lapse)

Esta técnica permite la observacion de células a lo largo del tiempo. Para ello, se
utilizaron cdmaras multipocillo p-Slide (/bidi). Se pusieron 0.3 ml de cultivos liquidos creciendo
en fase logaritmica en uno de los 8 pocillos, previamente recubierto con 10 ul de lectina
(Sigma-Aldrich) a 1 mg/ml (Cortés et al., 2012). Los experimentos de time-lapse se realizaron a
25°C o 28°C gracias a una camara termostatizada acoplada a los microscopios Personal
Deltavision Microscope (Applied Precision) y Spinning Disk. Se capturaron imdgenes en un
Unico plano, en el punto medio de enfoque, a distintos intervalos de tiempo.

7.2.1 Ensayos de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Los ensayos de FRAP se realizaron a 25°C a partir de cultivos liquidos en fase
logaritmica. Se recogieron células por centrifugacién (1 min a 3.000 rpm) y se prepararon las
muestras para su observacidn al microscopio sobre un portaobjetos. El fotoblanqueo se realizd
mediante 3 repeticiones de quemado, aplicando un laser a 488 nm, sobre una region de
dimensiones constantes en todos los experimentos (199 pixeles = 3.54 pm®). Las imagenes se
tomaron antes de aplicar el fotoblanqueo, inmediatamente después del fotoblanqueo vy
durante la posterior recuperacion de la fluorescencia, a los tiempos establecidos.

Para procesar y normalizar los datos de los experimentos de FRAP se utilizd la
aplicacion denominada FRAPanalyzER de Metamorph®. Este programa permite normalizar la
intensidad de fluorescencia recuperada en los ensayos de FRAP respecto a la seiial de fondo de
las imagenes y respecto a la pérdida de la sefial de fluorescencia en células no
fotoblanqueadas, como consecuencia de la propia adquisidn de las imdgenes a lo largo del
tiempo.

Posteriormente se calculd el porcentaje final de recuperacién de la intensidad de
fluorescencia tras el fotoblanqueo. Para ello, se considerd la sefal de fluorescencia previa al
fotoblanqueo como 100% de intensidad de fluorescencia y la sefial de fluorescencia en el
momento del fotoblanqueo como 0% de intensidad de fluorescencia.

Se utilizé el programa GraphPad® para obtener las curvas ajustadas a los valores
medios obtenidos de recuperacion de la fluorescencia en las distintas regiones de la célula, a
partir de “n” regiones fotoblanqueadas. Ademds, se aplicd a los datos un analisis estadistico
“One phase exponential association” que permitié obtener los valores de “t;,“, el porcentaje
de recuperaciéon maxima de la fluorescencia y el “R cuadrado” de las curvas.

7.2.2 “Streaming”: adquisicion de imagenes a muy alta velocidad

Para estudiar en detalle la localizacién de Rga6 respecto a Cdc42 activa en los polos de
las células, se adquirieron imagenes en tiempo real utilizando la opcién de “streaming” del
equipo Spinning Disk, que consiste en la adquisicidon de datos de forma continua, sin descargar
los archivos, para lograr una mayor velocidad de adquisicion de imagenes. Se cultivé en medio
liguido a una temperatura de 25°C una cepa que producia GFP-Rga6 y CRIB-td-Tomato, que se
une a la GTPasa Cdc42 activa localizada en la membrana plasmatica. Para la adquisicion de
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imagenes a lo largo del tiempo, las células en crecimiento exponencial se prepararon en las
camaras multipocillo p-Slide (/bidi), previamente recubiertas con lectina, como se ha descrito
anteriormente. Se adquirieron 25 imagenes a intervalos de 0.5 segundos, empleando un
tiempo de exposicidn de 200 ms para cada canal de fluorescencia.

Sobre una de esas imagenes capturadas, se utilizé el programa Image J para trazar una
linea en el polo de la célula y medir la intensidad de la sefial de fluorescencia de GFP-Rga6 y
CRIB-td-Tomato. Los valores de intensidad obtenidos se normalizaron respecto al valor
maximo de ambos canales y se representaron frente a la longitud, en pixeles, analizada en el
polo celular.

7.2.3 Estudio de las oscilaciones de los niveles de Cdc42 activa en los polos

Para analizar las oscilaciones de los niveles de Cdc42 activa en los polos, se partié de
cultivos liquidos creciendo en fase exponencial de células silvestres y rga6A que producian la
proteina CRIB-3GFP, que se une a la GTPasa Cdc42 activa localizada en la membrana
plasmatica. Las células se cultivaron a una temperatura de 28°C.

Para la adquisicion de imagenes a lo largo del tiempo, se prepararon las células en las
camaras multipocillo p-Slide (Ibidi), previamente recubiertas con lectina, como se ha descrito
anteriormente. Se seleccionaron las células bipolares, en funcién del tamaio y la forma del
polo, y se capturaron imagenes durante 30 minutos con un intervalo de 1 minuto.

Se utilizdé el programa Image J para medir la intensidad de la sefial de CRIB-GFP en los
polos de las células, respecto a la sefial de fondo de las imagenes. Los valores de intensidad
obtenidos se normalizaron respecto al valor maximo de ambos polos y se representaron frente
al tiempo. Con los datos normalizados se calculd el coeficiente de correlacidn entre los valores
de intensidad de CRIB-GFP obtenidos en el polo viejo y en el polo nuevo. Sobre las graficas
obtenidas se calculé el periodo y la amplitud de las oscilaciones, siendo el periodo el tiempo
entre 2 picos sucesivos y la amplitud la diferencia de intensidad entre pico y valle de una
misma oscilacién. Por ultimo, se calculd la significacion estadistica entre los diferentes valores
mediante una prueba t de Student.

8 Analisis bioinformatico de los datos

Para el andlisis informatico de las secuencias de ADN y de proteinas, alineamiento de
secuencias y mapas de restriccidn, se utilizaron los programas DNAStar, DNAStrider y ClustalW.

Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de S. pombe,
The Wellcome Trust Sanger Institute Schizosaccharomyces pombe Gene DB
(http://www.genedb.org/genedb/pombe/), actualmente (http://www.pombase.org).

Las busquedas bibliograficas se realizaron a través de la base de datos de MedLine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed).
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