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1. Historia

La levadura de fisibn Schizosaccharomyces pombe fue descrita y aislada
por primera vez en 1883 por P. Lindner a partir de una variedad de cerveza
africana, una bebida que en idioma suajili se denomina “pombe”. En 1921 A.
Osterwalder aisl6 una cepa homotalica, que denominé h® debido a que el 90% del
cultivo podia conjugar y formar esporas cuando los nutrientes del medio se
agotaban. Las cepas de S. pombe que se utilizan actualmente en el laboratorio
fueron caracterizadas genéticamente por Urs Leopold a mediados del siglo XX,
generando las estirpes silvestres heterotalicas h* 975 y h™ 972 a partir de un
parental h® (Leupold, 1950). S. pombe se utilizé experimentalmente por primera
vez de la mano de Murdoch Mitchison, que reconoci6 su utilidad como modelo para
el estudio del ciclo celular (Mitchison, 1957).

Los sistemas  taxonOmicos  incluyen dentro del género
Schizosaccharomyces a tres especies: S. pombe, S. octosporus 'y S. japonicus. El
género Schizosaccharomyces se ha incluido dentro del Phylum Ascomycota. Los
ascomicetos son un grupo muy heterogéneo de hongos que forman una pared
celular tipica, con ascosporas enddgenas y una mitosis cerrada. A este grupo
pertenecen también las levaduras de gemacion como Saccharomyces cerevisiae,
aunque son organismos evolutivamente muy distantes. Se estima que la
separacioén de ambas especies ocurrié hace unos 1000 millones de afos, mientras
que la divergencia entre hongos, plantas y metazoos se produjo hace unos 1600
millones de afos (Sipiczki, 2000; Heckman et al., 2001; Hedges, 2002; Yanagida,
2002).

El genoma de S. pombe fue secuenciado en 2002 y se compone de
unos 13,8 millones de nucle6tidos organizados en tres cromosomas con unas
5.000 secuencias de lectura abierta que probablemente codifiquen un nimero
equivalente de proteinas (Wood et al., 2002; Forsburg, 2003; Bitton et al., 2011).
Al tratarse de un microorganismo facil de cultivar en el laboratorio y manipulable
genéticamente, S. pombe es un modelo muy adecuado para el estudio de procesos
celulares como la reparacion, recombinacion, replicacion y transcripcion del ADN,
la dinamica de los cromosomas, la meiosis, la expresién génica, la sefalizacion
celular, el ciclo celular, la citocinesis y la morfogénesis.

1.1 Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe.

S. pombe es un hongo ascomiceto que presenta un ciclo de vida sencillo
con células haploides estables que son heterotalicas, de tipo sexual h* (plus) o h
(minus). Cuando células de tipo sexual opuesto crecen en condiciones de ausencia
de nutrientes o de nitrégeno, se induce una parada de su ciclo celular en fase G1 y
la puesta en marcha de un programa de diferenciacién celular, que permite su
conjugacién y la posterior generaciéon de un zigoto diploide (Egel, 1994).



Durante el proceso de conjugacion las células forman unas proyecciones
denominadas “shmoo”, que ponen en contacto a las parejas de células de tipo
sexual opuesto, que posteriormente fusionan sus citoplasmas y nucleos para dar
lugar a un zigoto diploide. Los zigotos diploides se pueden mantener en el
laboratorio y crecer mediante sucesivos ciclos mitéticos si se transfieren a un
medio rico en nutrientes antes de producirse la meiosis (Egel y Egel-Mitani, 1974).
Sin embargo, lo habitual es que se mantenga la situacién de escasez de nutrientes
o de nitrégeno lo que hace que los zigotos sufran la meiosis y generen unas ascas
con cuatro ascosporas haploides en su interior. La degradacion de las ascas
permite la liberacion de las ascosporas, que germinaran cuando las condiciones
nutricionales del medio vuelvan a ser favorables (Figura 1).

Meiosis Meiosis

Asca zigotica Zigoto

Asca azigotica

Cariogamia ‘/
Ciclo mitotico de
Ciclo mitotico de células diploides

células haploides

%\ Conjugacion
| Germinacion

Figura 1. Representacién esquematica del ciclo de vida de S. pombe. Se muestra las fases
haploide y diploide con la generacién de ascas zigdticas y azigdticas respectivamente. Las flechas gruesas
marcan el ciclo biolégico mas habitual en la levadura de fision.

También se ha descrito que en determinadas condiciones de
crecimiento S. pombe es capaz de formar hifas y tener un crecimiento invasivo. La
combinacion de una matriz extracelular adecuada, en presencia de una fuente
ilimitada de carbono y escasez de nitrégeno estimularia el crecimiento filamentoso
(Amoah-Buahin et al., 2005).
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2. Ciclo morfogenésico y ciclo celular

El ciclo celular es el conjunto de eventos que conducen al crecimiento y
la division de una célula. El ciclo celular de S. pombe presenta dos etapas
principales: una etapa de interfase dividida en las fases: G1, Sy G2 y una etapa M
de division, compuesta por la mitosis y la citocinesis. En un cultivo de S. pombe
creciendo exponencialmente las fases G1 y S se solapan con el final de la
citocinesis, siendo G1 apenas distinguible por su corta duracion. Una vez que se ha
completado la separacioén, las células inician la fase G2, que en esta levadura ocupa
casi las dos terceras partes del ciclo celular (70% del total), por lo que la mayoria
de las células creciendo exponencialmente se encuentran en esta fase con un
contenido doble de ADN denominado 2C (Nurse, 1975).

La levadura de fisiébn es también un modelo atractivo para el estudio de
la morfogénesis. Sus células son cilindricas, con 3-4 ym de diametroy 7-15 um de
longitud, que crecen por extension apical y se dividen por fision en la zona media.
Después de la divisién celular las células inician su crecimiento por el polo viejo (el
extremo existente en la célula antes de la divisién), en un patrén de crecimiento
denominado OETO (Old end take off), que arranca durante los primeros momentos
de la fase G2. Cuando las células alcanzan un tamafo especifico, comienzan a
crecer por el polo nuevo (el extremo formado después de la divisién celular) en un
proceso denominado NETO (New end take off), que tiene lugar durante la fase G2
del ciclo celular (Mitchison y Nurse, 1985). Las células continlan creciendo hasta
que alcanzan un tamafo determinado, deteniendo entonces su crecimiento y
entrando en mitosis. Finalmente se produce la formacion de un septo de division
en la zona media y la posterior degradacién del septo y separacién de las dos
células hermanas (Hayles y Nurse, 2001; Martin y Chang, 2005; La Carbona et al.,
2006; Petersen y Nurse, 2007; Chang y Martin, 2009) (Figura 2).

67um

8 um
OETO
Figura 2. Ciclo morfogenésico y ciclo
celular durante el crecimiento
vegetativo en S. pombe. Los cambios en
el tamafio celular y en la distribucién de los
citoesqueletos de actina y de microtdbulos se
NETO 9 um . . .
corresponden con diferentes estadios del ciclo
® nNucleus —— Mitotic spindle  + Spindle pole celular (G1/S, G2 y M). Esquema adaptado de
. ™~ Interoh body (SPB)
Feactinpatch [ 2 r:\‘ifr';uiﬁe Actomyosin (Ng et al., 2006).
| Division septum ring



2.1 Regulacién del crecimiento polarizado

El patrén de crecimiento de la levadura de fisidon se consigue gracias a la
creacién y el mantenimiento de zonas de crecimiento activo en los polos celulares.
Tanto la actina como los microtibulos (MTs) son necesarios para el crecimiento
polarizado (Piel y Tran, 2009; Pérez y Rincéon, 2010). El citoesqueleto de MTs
seria responsable de determinar por donde tiene que crecer, mientras que el
citoesqueleto de actina dirigiria los componentes necesarios para el crecimiento
polarizado a las zonas especificadas (Figura 3).

Los mutantes de S. pombe con defectos en el crecimiento se agrupan
en dos categorias. Células esféricas con una pérdida completa de la polaridad y
células dobladas o con nuevas zonas de crecimiento que mantienen el crecimiento
polarizado (Verde et al., 1995; Brunner y Nurse, 2000; Snaith y Sawin, 2005)
(Figura 4).

Estos fenotipos son el resultado de alteraciones de los citoesqueletos,
tanto de MTs como de actina, que causan respectivamente defectos en el
posicionamiento de las zonas de crecimiento y en la secrecién polarizada. Por lo

Cell shape

Ras1
¥
Shk1 Scd1 Gef1

Polrised growth Membrane dependent

Figura 3. Representaciéon esquemética de la red de polaridad en S. pombe. Gris claro: las
proteinas implicadas en el establecimiento del crecimiento polarizado. Gris intermedio: factores implicados
en restringir las zonas de crecimiento. Gris oscuro: proteinas necesarias durante NETO. Adaptado de
(Huisman y Brunner, 2011).
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Figura 4. Defectos en la polaridad celular. Los fenotipos de células dobladas, ramificadas o de pérdida
de polaridad, que difieren drasticamente de la morfologia cilindrica de una estirpe silvestre, generalmente se
encuentran asociados a defectos en los citoesqueletos de microtibulos y de actina, encargados de posicionar
los determinantes de polaridad, asi como de regular el aporte de aquellos componentes que aseguran el
mantenimiento del crecimiento polarizado. Adaptado de (Huisman v Brunner, 2011).

tanto, el correcto funcionamiento de ambos citoesqueletos es esencial para el
aporte de nuevos componentes estructurales y enzimas, necesarios para la
sintesis de nueva membrana plasmatica y pared celular en las zonas de
crecimiento (Huisman y Brunner, 2011).

2.2 Citoesqueleto de actina

La levadura de fisién posee una Unica isoforma de la actina, codificada
por actl*, con dos conformaciones: como monémeros de actina globular (G-
actina) y como polimeros de actina denominada actina fibrilar (F-actina) que puede
encontrarse en tres estructuras diferentes a lo largo del ciclo celular: parches,
cables y anillo contractil (Kovar et al., 2011; Mishra et al.,, 2014) (Figura SA).

La generacion del crecimiento polarizado depende de la exocitosis y la
secrecion polarizada, asi como de los cables de actina y las miosinas de tipo V
(Bendezl y Martin, 2011). Ademas los dominios lipidicos de la membrana
denominados "lipids rafts" se encuentran intimamente asociados a las zonas de
crecimiento activo, regulando la distribucién espacial de proteinas y lipidos criticos
para el establecimiento de polaridad (Wachtler et al., 2003).

-Los parches de actina son la principal forma de organizacion del
citoesqueleto de actina durante el crecimiento en interfase. Los parches de actina
son sitios dinamicos de polimerizacion de actina y marcan las zonas de la
membrana plasmatica donde se produce la endocitosis (Kaksonen et al., 2003;
Gachet y Hyams, 2005; Sirotkin et al., 2010). Se concentran en los polos de
crecimiento durante interfase y en la zona media durante la divisién celular. El
complejo Arp2p/3p es el encargado de nuclear los parches de actina (Moreau et
al., 1996; Winter et al., 1997). Este complejo se encuentra regulado por Wsplp y
la miosina de tipo | Myol1p (Moreau et al., 1996; Lee et al., 2000; Sirotkin et al.,
2005).

-Los cables de actina son necesarios para la secrecién y el crecimiento
polarizado, funcionando como pistas para el movimiento de los parches de actina y



proteinas motoras como las miosinas de tipo V (Myo51p y Myo52p), que estan
implicadas en el transporte de vesiculas que contienen las proteinas y el material
necesarios para la sintesis de membrana plasmatica y pared celular (Motegi et al.,
2001; Mulvihill et al., 2001; Win et al., 2001). Los cables de actina se componen
de haces paralelos de filamentos de actina, que se ensamblan de forma polarizada
gracias a la actividad de la formina For3p y a la tropomiosina Cdc8p. For3p se
activa interaccionando con Cdc42p y los reguladores Bud6p y Hob1p (Feierbach y
Chang, 2001; Kamasaki et al., 2005; Kovar, 2006; Martin y Chang, 2006; Martin
et al., 2007; Rincén et al., 2009).

-El anillo contractil de actomiosina (CAR) se trata de una estructura
especifica que se ensambla en la zona media al comienzo de la mitosis y que va a
permitir llevar a cabo la citocinesis, dirigiendo la sintesis del septo de division
durante su contraccién. Esta formado principalmente por filamentos de actina, las
miosinas de clase Il Myo2p y Myo3p y otras proteinas de unién a la actina y la
miosina, como la formina Cdc12p, que ensambla los cables de actina que se
incorporan al CAR, y cuya actividad esta regulada por la profilina Cdc3p y la
tropomiosina Cdc8p (Streiblova et al, 1984; Chang et al., 1997; Kovar, 2003;
Kovar, 2006; Skau et al., 2009; Laporte et al.,, 2010).

PARCHES ANILLO
CONTRACTIL

N\

SPB HUSO MITOTICO EMTOC PAA

L0

Figura 5 Citoesqueletos de actina y de microtdbulos. (A) Esquema de las principales estructuras de
actina: parches, cables y anillo contréctil. Adaptado de (Kovar et al., 2001). (B) Dinédmica del citoesqueleto de
MTs durante el ciclo vegetativo. Azul, nicleo; negro, cuerpo polar del huso mitético (SPB); verde: MTs; y rojo:
huso mitético. SPB: cuerpo polar del huso (Spindle Pole Body), EMTOC: centros organizadores de MTs
ecuatoriales (equatorial MT organizing centre), PAA: distribucién de MTs tras anaphase (Post-Anaphase
Array). Adaptado de (Hagan, 1998).
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2.3 Citoesqueleto de microtibulos

Los MTs y el transporte a través de los mismos contribuyen a la
generacion de un patrén de crecimiento polarizado, identificando los extremos
celulares gracias a la distribucion de unos determinantes o factores de polaridad
gue sefalan déonde se producira la nucleacion de los filamentos de actina (Martin y
Chang, 2003 y 2005). Ademas, el citoesqueleto de MTs es responsable de
mantener el ndcleo en la zona media de la célula determinando el sitio de la
division celular (Chang y Verde, 2004; Huisman y Brunner, 2011; Martin, 2009)
(Figura 5B).

Las células en interfase presentan entre tres y cinco haces de MTs que
se extienden a lo largo del eje longitudinal de la célula. El extremo negativo de los
MTs se extiende hacia el nucleo y contacta con la envuelta nuclear y los Centros
Organizadores de Microtubulos (MTOCs, de “Microtubule Organizing Centre”),
mientras que el extremo positivo se dirige hacia los polos celulares (Drummond y
Cross, 2000; Tran et al., 2001).

Estos MTs se reorganizan al comienzo de la mitosis pasando a formar
parte de una estructura intranuclear denominada huso mitético, necesario para la
segregacion cromosomica. El huso mitético se origina a partir del cuerpo polar del
huso (SPB, de Spindle Pole Body) que previamente se ha duplicado en el nlcleo. Al
final de la anafase, coincidiendo con la formacion del septo de division, se originan
nuevos MTs formando un complejo central postanafasico (PAA, de Post Anaphase
Array) (Hagan, 1998).

Los extremos positivos de los MTs guian a los marcadores de polaridad
hacia el extremo de la célula, donde van a dirigir el crecimiento polarizad. El
complejo Tealp-Tea4p se ancla al cértex celular gracias a la interaccién de Tealp
con Mod5p y Tea3p (Arellano et al., 2002; Snaith y Sawin, 2003). Tealp-Tea4p
reclutan a la quinasa de la familia DYRK Pom1p, que inhibe la localizacion del GAP
de Cdc42p Rga4p, permitiendo asi la localizacion de Cdc42p activo en los polos de
crecimiento. Tealp-Tea4p también reclutan a la formina For3p y a la proteina
reguladora Bud6p. La interaccion de For3p-Cdc42-Bud6p y otras proteinas como
la tropomiosina Cdc8p permite el ensamblaje de los cables de actina en los polos
de crecimiento (Martin et al., 2007; Tatebe et al., 2008; Rincén et al, 2009)
(Figura 6).

Se desconoce como Tealp-Tea4p activan a Cdc42p. Tea4p se une a la
fosfatasa Dis2p y ambas podrian promover la activacion de Cdc42p y el
crecimiento polarizado a través del reclutamiento del GEF de Cdc42p Geflp y la
exclusion del GAP de Cdc42 Rga4p de las zonas de crecimiento (Kokkoris et al.,
2014).



Figura 6. Establecimiento del
crecimiento polarizado. El complejo Tealp-
Teadp es transportado por los microtubulos

hacia el polo donde es anclado al cértex celular

por Tea3p-Mod5p. En los polos celulares Teap1-
Teadp recluta a la quinasa Pom1p que inhibe la
localizacién  del GAP Rgadp de Cdcd2p,

/ Microtubule

dirigiendo la activaciéon localizada de Cdc42p en
los polos de crecimiento. Teadp también se une
' Myo5 directamente a la formina For3p. Cdc42p activo
’/m junto con Budép activan a For3p, originando el
ensamblaje polarizado de los cables de actina,
\ que son usados como pistas para la distribucion
\\'\\ e e hacia los polos de vesiculas con los
componentes necesarios para el crecimiento
celular. Adaptado de (Martin, 2009; Chang vy

2.4 Cdc42p

Cdc42p es una GTPasa de la familia Rho, que ha sido ampliamente
caracterizada como un regulador universal del crecimiento polarizado (Pérez y
Rincéon, 2010; Rincoén et al., 2014). Las GTPasas actlan como interruptores
moleculares gracias a su habilidad para intercambiar GTP por GDP, pasando de un
estado activo (unido a GTP) a otro inactivo (unido a GDP). Estas proteinas sélo
pueden interaccionar con sus proteinas efectoras cuando estan unidas a GTP.

En la levadura de fisién, Cdc42p se localiza por toda la membrana
plasmatica, aunque es mas abundante en las regiones de crecimiento activo, como
los polos, el sitio de division, y en las membranas vacuolares (Estravis et al.,
2011). Cdc42p esta controlada por la situacién y actividad de sus proteinas
reguladoras. Cdc42p es activada por las proteinas GEFs (Guanine Exchange
Factor): Gef1p y Scd1p/Ral1p (Coll et al., 2003; Hirota et al., 2003) e inhibida por
la proteina Rga4p con actividad GAP (GTPase-Activating Protein) (Tatebe et al.,
2008). Rgad4p es excluida de los polos por la quinasa Pom1p, localizandose
exclusivamente en los laterales de la célula, lo que permite la activacién de
Cdc42p exclusivamente en los extremos celulares (Hirota et al., 2003; Das et al.,
2007; Kelly y Nurse, 2011). Por tanto, Geflp y Rga4p son responsables de
regular la distribucién y activacion local de Cdc42p en los polos, lo que permite a
las células modular el grado de polarizacién y el patrén de crecimiento celular.

Cdc42p en su forma activa interacciona con los siguientes efectores
moleculares para dirigir el crecimiento polarizado (Figura 7):

-La formina For3p promueve la nucleacion de la actina y la formacion de
cables que dirigen el crecimiento polarizado (Feierbach y Chang, 2001; Martin et
al., 2007).
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Exocytosis Figura 7. Médulo de Cdc42p.

Esquema de la ruta de sefalizacién a través
de Cdc42p en la levadura de fisidn.
Adaptado de (Chang y Martin, 2009).

-La quinasa Pak1p/Shk1p/0Orb2p pertenece a las quinasas de tipo PAK
(p21 activated kinase) de la familia Ste20. Es una proteina esencial para la
viabilidad celular, el crecimiento polarizado y la morfogénesis, (Ottilie et al.,
1995). Participa en la polaridad celular mediante la fosforilacion de Tealp (Marcus
et al., 1995; Kim et al., 2003; Attanapola et al., 2009). También esta implicada en
la fosforilacion de la miosina de tipo | Myo1p y de la cadena reguladora Rlc1p de
las miosinas de tipo Il (Loo y Balasubramanian, 2008), afectando a su localizacién
y capacidad para asociarse con las estructuras corticales de actina, regulando asi
la endocitosis. Por uUltimo se ha descrito que Paklp regula negativamente la
distribucion y activacion de Cdc42p en los polos celulares (Das et al., 2012).

-La quinasa Pak2p/Shk2p no es esencial y su ausencia no origina ningan
fenotipo aparente. Pak2p interacciona con Cdc42p y podria ser funcionalmente
redundante con Pak1p (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998).

-El complejo del exocisto contribuye a la regulacion de la secrecion
polarizada. Es dirigido por Cdc42p hacia las zonas de crecimiento permitiendo el
anclaje de las vesiculas exociticas a la membrana plasmatica. Ademas, Cdc42p y
su proteina adaptadora Poblp, de manera coordinada con la GTPasa Rho3p,
estarian encargadas de la regulacion del trafico de membranas, participando en el
reciclaje endocitico y en la formacion de las vacuolas (Wang et al., 2002; Estravis
et al., 2011; Bendez( y Martin, 2011; Nakano et al., 2011).
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3. La pared celular

3.1 Composiciéon

La pared celular es un elemento comin en todas las células fungicas
gue se encuentra ausente en las células de animales. Se trata de una estructura
rigida, externa a la membrana plasmatica, que proporciona a la célula proteccién
mecanica y resistencia a la presion osmoética interna. A pesar de su rigidez, la
pared celular es una estructura dinamica capaz de adaptarse a los cambios
morfoloégicos que se producen durante el ciclo de vida de la célula fingica (Duran
y Pérez, 2004; Orlean, 2012; Cabib y Arroyo, 2013).

La pared celular en S. pombe representa del 15 al 25% del peso seco
de la célula y esta compuesta por polisacaridos y una pequefia cantidad de
proteinas. Estudios mediante extracciobn con alcali, metilaciéon, resonancia
magnética nuclear y anticuerpos especificos revelan que la pared celular de S.
pombe contiene cuatro tipos de glucanos: «(1,3)-glucano, B(1,3)-glucano
ramificado, B(1,3)-glucano lineal y B(1,6)-glucano ademas de |las
galactomanoproteinas (Manners y Meyers, 1977; Humbel et al., 2001; Sugawara
et al., 2003; Magnelli et al., 2005).

3.1.1 B-glucano

El término B-glucano engloba los polisacaridos formados por
mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces B(1,3) o B(1,6). Representan del 48-
54% del contenido total de la pared, siendo el principal componente de la misma.
En S. pombe se distinguen tres tipos de B-glucano: B(1,3)-glucano lineal (L-BG),
B(1,3)-glucano ramificado (R-BG) formado por cadenas lineales de glucosas unidas
mediante enlaces B(1,3) y con ramificaciones p(1,6). El R-BG es el glucano mas
abundante de la pared y en la regeneracion de la pared de células convertidas en
protoplastos es el que primero se sintetiza, formando una matriz sobre la que se
depositan el resto de componentes. El B(1,6)-glucano es un polimero muy
ramificado constituido por unidades de D-glucosa unidas por enlaces B(1,6) que
contienen hasta un 43% de ramificaciones en B(1,3) (Osumi, 1998; Osumi et al.,
1998; Konomi et al., 2003, Sugawara et al., 2004).

3.1.2 x-glucano

Es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces «(1,3) y con
una pequefa proporcion, hasta un 7%, de enlaces «(1,4). En S. pombe constituye
casi un tercio de la pared (18-28%) y es esencial para la morfogénesis celular. Se
ha comprobado que mutantes con menor contenido de a-glucano adquieren forma
redondeada. Ademas el tratamiento con «-glucanasas genera protoplastos
redondeados que no se consiguen al tratar las células con p-glucanasas (Manners y
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Meyer, 1977; Alfa et al., 1993; Grin et al., 2005; Magnelli et al., 2005).

3.1.3 Galactomanoproteinas

Representan del 9 al 14 % del total de los azucares de la pared celular.
Son polimeros de naturaleza glicoproteica. Su parte polisacaridica esta formada
por un esqueleto lineal de unidades de manosa con enlaces a(1,6) al que se unen
cadenas laterales de manosa con enlaces a(1,2) o a(1,3) y terminadas por un
resto galactosa en los extremos no reductores (Bush et al., 1974; Horisberger et
al., 1978; Magnelli et al., 2005).

El galactomanano se encuentra unido a proteinas mediante enlaces
covalentes N- y O-glicosidicos, dando lugar a las galactomanoproteinas. Las
glicoproteinas se secretan al espacio periplasmico, uniéndose a los polisacaridos de
la pared celular, tanto mediante enlaces no covalentes (puentes de hidrégeno,
puentes disulfuro, interacciones electrostaticas), como covalentes, mediante un
residuo GPl (de “Glycosyl phosphatidyl inositol”) o proteinas PIR (de “Protein
internal repeats”) (Pittet y Conzelmann, 2007; Ruiz-Herrera y Ortiz-Castellanos,
2010).

De acuerdo con las propiedades fisico-quimicas de estos polimeros el a-
glucano y el B-glucano lineal serian responsables de dotar de flexibilidad a la pared
celular, mientras que el B-glucano ramificado proporcionarian la rigidez (Sugawara
et al., 2004; Cortés et al., 2007).

3.1.4 Quitina

Esta formada por cadenas lineales de unos 190 residuos de B(1,4)-N-
acetilglucosamina que forman a su vez una estructura de doble hélice «
estabilizada por puentes de hidrégeno de manera similar a la celulosa, lo cual
estaria de acuerdo con su papel como polimero estructural. En S. cerevisiae la
quitina representa el 1-2% del total de la pared celular. Se localiza principalmente
en el septo primario y en las cicatrices de gemacion, aunque también hay una
pequefa cantidad repartida a lo largo de la pared celular (Valdivieso et al., 2004).

A pesar de que algunos autores han identificado residuos de
glucosamina en la pared celular de S. pombe (Sietsma y Wessels, 1990), no se ha
detectado la presencia de quitina ni en estudios de difraccién de rayos-X, ni por
tincion con la aglutinina del germen de trigo (WGA), una lectina que se une
especificamente a la quitina (Horisberger et al., 1978). La quitina parece estar
presente en S. pombe es en las ascosporas y podria corresponder a quitosan, su
forma desacetilada (Arellano et al., 2000).
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3.2 Arquitectura de la pared celular

El analisis mediante microscopia electrénica de transmision de la pared
celular de S. pombe muestra una estructura trilaminar, con una capa central poco
densa al paso de los electrones, compuesta principalmente por R-BG
interconectado con el «(1,3)-glucano y una pequefia proporcion de B(1,6)
glucano, flanqueada por dos capas mas densas a los electrones formadas
principalmente por galactomanoproteinas (Bush et al, 1974; Hayes y Goldstein,
1974; Nicolson et al., 1974; Manners y Meyer, 1977; Horisberger et al., 1978;
Kopecka et al., 1995; Osumi, 1998; Griin et al., 2005) (Figura 8).

‘ galactomanano J o-glucano
8 B(1,6)-glucano €I B(1,3)-glucano

“® membrana plasmatica
oo

Figura 8. Ultraestructura de la pared celular de S. pombe. (A) La pared celular consta de tres
capas. La capa intermedia, menos densa a los electrones, estd formada principalmente por o y B glucanos.
Las capas externas, més densas a los electrones, son abundantes en galactomananoproteinas. (B)
Ultraestructura del septo de division. La capa interna, menos densa a los electrones, forma el septo primario

(p) y las capas situadas a ambos lados, méas densas a los electrones, constituyen el septo secundario (s).

Mediante experimentos de inmunomicroscopia se ha podido detectar la
presencia de los diferentes p-glucanos en la pared celular de S. pombe: el L-BG que
se localiza en la regién del septo primario y una muy pequefia cantidad en la pared
celular, el R-BG se localiza por toda la pared celular y el septo, y el B(1,6)-glucano
se distribuye por el septo secundario y la pared celular. En cuanto al «(1,3)-
glucano los anticuerpos utilizados no pudieron detectarlo excepto en zonas
adyacentes a la membrana plasmatica donde se llevaria a cabo su sintesis. El
«(1,3)-glucano no sélo se localiza en la pared celular, sino que también esta
presente en el septo secundario, ya que en su ausencia se producen septos
carentes de septo secundario. Ademas, el hecho de que el a(1,3)-glucano sea
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esencial para formar un septo primario con la rigidez necesaria para soportar la
presion de turgencia durante la separacién celular, indica que el a(1,3)-glucano
también forma parte del septo primario (Humbel et al, 2001; Sugawara et al.,
2003; Cortés et al., 2012) (Figura 9).

Figura 9. Inmunolocalizacién del B-glucano de la pared celular de S. pombe. Deteccién de los
distintos B-glucanos mediante inmunomicroscopia eléctrénica, utilizando distintos anticuerpos especificos
conjugados con oro coloidal: (A) B(1,3)-glucano lineal, (B) B(1,3)-glucano ramificado, y (C) B(1,6)-glucano
ramificado. Adaptado de (Humbel et al., 2001).

4. Biosintesis de los componentes de la pared
celular y su regulacién

4.1 Biosintesis del p-glucano

La biosintesis del B(1,3)-glucano es catalizada por un complejo
enzimatico denominado B(1,3)-glucan sintasa (BGS) (E.C.2.4.1.34, UDP-glucosa:
(1,3)-B-D-glucano-3-B-gucanosiltransferasa). Este complejo emplea como sustrato
UDP-glucosa, sintetizando en ensayos in vitro cadenas lineales de unos 70
residuos de glucosa con enlaces B(1,3). El complejo enzimatico PGS esta
constituido por al menos dos componentes: una subunidad catalitica y una
subunidad reguladora (Kang y Cabib, 1986; Ribas et al., 1991).

En S. pombe se han identificado cuatro posibles subunidades cataliticas
del complejo BGS denominadas Bgs (de beta (1,3)-D-glucan synthesis),
codificadas por los genes bgsi*, bgsZ2*, bgs3"y bgs4‘. Todos estos genes son
esenciales para la viabilidad celular durante el crecimiento vegetativo (bgsT,
bgs3* y bgs4*) o durante la fase de diferenciacion sexual (bgsZ2*) (Liu et al.,
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1999; 2000a; Martin et al., 2000; Cortés et al., 2002; Martin et al., 2003; Cortés
et al., 2005; Cortés et al., 2007).

Todas las proteinas Bgs presentan una alta identidad entre si (52-59%)
y esta muy conservada en todos los hongos y plantas, presentando una alta
identidad (45-55%) con sus homoélogas Fks de otros hongos y calosa sintasas
CalS de plantas (Mazur et al., 1995; Cui et al., 2001; Hong et al., 2001; Li et al.,
2003). Las proteinas Bgs son proteinas integrales de membrana de alto peso
molecular, que contienen 15-16 dominios transmembranales, agrupados en dos
regiones hidrofébicas, separadas por una region hidrofilica central. La secuencia de
las proteinas BGS no muestra ninguna secuencia consenso que pueda sugerir la
existencia de un sitio de unién a UDP-glucosa, como es el caso de la secuencia
consenso de union a UDP-glucosa tipica de las celulosas sintasas de plantas y
bacterias, aunque si presentan cierta homologia con una secuencia conservada en
las glucégeno sintasas, RXTG, descrita como posible sitio de unién a la UDP-
glucosa (Inoue et al., 1996; Ishiguro et al., 1997) (Figura 10).
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Figura 10. Perfiles

hidropaticos de las

proteinas Bgs de S. pombe.

Perfiles obtenidos segin las

predicciones de (Kyte y Doolittle,
1982), indicando las hipotéticas
regiones transmembranales (TM)

y la regién central hidrofilica (RC).

4.1.1.1 Bgs1p/Cpsip

El gen bgsT* se clond por primera vez mediante complementaciéon del
mutante termosensible c¢ps7-72 (clorprofam sensitive), descrito como
hipersensible al inhibidor del huso mitético CIPC (isopropil N-3-clorofenil carbamato
o clorprofam) y a los antiflngicos inhibidores de la BGS. Este mutante presenta un
fenotipo en el que las células se hinchan y se lisan, y en presencia de sorbitol
originan estructuras filamentosas ramificadas y con mdltiples septos (Ishiguro et
al., 1997). Posteriormente también se cloné por complementacién de dos
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mutantes con distintos defectos en la formacién del septo de division: cps7-N12y
cpsl1-191 (Le Goff et al., 1999a; Liu et al.,, 1999; 2000b).

Bgs1p es una proteina integral de membrana de 1729 aminoacidos con
un peso molecular de 200 kDa, que se localiza en todas las zonas de crecimiento
activo o remodelaciéon de la pared celular durante el ciclo vegetativo y la
diferenciacién sexual (Cortés et al., 2002; Liu et al., 2002). A pesar del caracter
esencial de bgsT”, las esporas bgs1A son capaces de germinar originando células
gigantes y ramificadas con septos multiples aberrantes que carecen de L-BG y de
septo primario y ademas no se tifien con CW. Estos datos demuestran que Bgs1p
es responsable de la sintesis del L-BG, que a su vez es responsable de la formacion
del septo primario. También demuestran que el L-BG es el componente al que se
une de manera especifica y con alta afinidad el fluorocromo Calcofluor White (CW)
y, por lo tanto, es responsable de la afinidad que presenta este fluorocromo por el
septo en S. pombe. Sin embargo, el hecho de que en ausencia de Bgs1p existan
mas septos con L-BG que con septos primarios y que esta diferencia entre septos
coincida con la apariciéon de deposiciones difusas de L-BG, indica que el L-BG es
necesario, pero no suficiente para la formacién del septo primario (Cortés et al.,
2007). Recientemente se mostrado que Bgs1p coopera con Pxl1p en la formacién
del septo de division. PxI1p es un homélogo de la paxilina de células animales, cuya
funcién es mantener la integridad del CAR durante la citocinesis. En ausencia de
PxITp se inhibe la formacién de los septos aberrantes observados durante la
represion de bgs7”, lo que coincide con un desensamblaje prematuro del CAR y
una deslocalizacion de las GS Agslp y Bgs4p en la zona de divisién (Ge et al.,
2008; Pinar et al., 2008, Cortés et al., 2015).

La localizacibn de Bgslp en la zona media durante la citocinesis
depende de la correcta formaciéon del CAR y de la sefial generada por la ruta de
inicio de la septacién (SIN, de Septation Initiation Network). Ademas se ha descrito
que Cfh3p, que presenta una identidad significativa con la proteina reguladora
Chs4p de la actividad quitin sintasa Ill de S. cerevisiae, participa en la localizacion
de Bgslp en la zona media en condiciones de estrés (Cortés et al, 2002;
Sharifmoghadam y Valdivieso, 2009). Recientemente se ha propuesto que la
proteina F-BAR Cdc15p podria ser importante para el transporte de Bgs1p desde
el aparato de Golgi a la membrana plasmatica en la zona media. El transporte de
Bgs1p a las zonas de crecimiento depende del citoesqueleto de actina (cables de
actina), la miosina de tipo V Myo52p y el complejo del exocisto (Mulvihill et al.,
20006; Estravis et al.,, 2011; Bendezl y Martin, 2011; Arasada y Pollard, 2014).

4.1.1.2 Bgs2p

Bgs2p es una proteina integral de membrana de 1984 aminoacidos con
un peso molecular de 219 KDa. La expresiéon de bgsZ2* se induce durante la
esporulacion y su proteina Bgs2p se encuentra localizada en la periferia de la
ascospora (Martin et al.,, 2000).
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La ausencia de BgsZ2p no produce ningin defecto en células
vegetativas, pero su funcion es necesaria tanto para la correcta maduracién de la
pared de las ascosporas como para su viabilidad. Bgs2p es responsable de la
actividad BGS de esporulacion, ya que las ascas originadas de diploides
bgs2A/bgsZA presentan esporas inviables y una actividad BGS reducida (Liu et al.,
2000a; Martin et al., 2000).

4.1.1.3 Bgs3p

El gen bgs3* codifica una proteina integral de membrana de 1826
aminoacidos con un peso molecular de 211 kDa. Este gen se clon6 a partir de la
supresién del mutante ehsZ2-1 (un alelo del gen rgf3*) hipersensible al antifingico
inhibidor de la BGS equinocandina (Carnero et al., 2000). Bgs3p es esencial y
presenta un patron de localizacion similar al de Bgs1p, siempre asociada a zonas
de crecimiento y formacion de nueva pared celular. La represion de bgs3* origina
células ovaladas e hinchadas, pero no afecta a la actividad BGS o los niveles de -
glucano en la pared celular, por lo que alin no se conoce el papel de Bgs3p (Martin
et al.,, 2003).

4.1.1.4 Bgs4p

El gen bgs4* fue identificado a partir de los datos obtenidos de la
secuenciacion del genoma de S. pombe, donde se pudo identificar un nuevo gen
cuya secuencia proteica tenia una alta identidad con las proteinas Bgs/Fks.
También contribuyd a su caracterizacion los estudios de complementacién génica
realizados con diferentes mutantes de bgs4*: cwg7-1y cwgl-2 que presentan un
defecto en la sintesis del B(1,3)-glucano de la pared celular; orb77-59 con
defectos en la integridad celular y la morfogénesis; y pbr1-6 y pbri-8 que
presentan resistencia a antifingicos inhibidores especificos de la actividad pGS
papulacandina B y aculeacina A (Castro et al.,, 1995; Cortés et al., 2005; Verde et
al.,, 1995; Martins et al.,, 2011).

El gen bgs4" codifica una proteina integral de membrana de 1955
aminoacidos con un peso molecular de 225 kDa. Bgs4p es una proteina esencial y
a través del estudio de la represidon de bgs4* se ha comprobado que es el
responsable mayoritario de la actividad BGS in vitro y del R-BG de la pared celular
in vivo. Bgs4p también es responsable de la sensibilidad a inhibidores especificos
de la actividad BGS /n vivo e in vitro. Bgs4p se localiza en los mismos sitios que
Bgs1p, aunque en un momento ligeramente posterior. Su localizacién depende de
la correcta formacién del CAR y es independiente de la sefial generada por la ruta
SIN cuando los septos ya se han iniciado (Ribas et al., 1991; Castro et al., 1995;
Cortés et al., 2005; Martins et al., 2011).
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El analisis de células carentes o afectadas en la funcién de Bgs4p
muestra que el R-BG sintetizado por Bgs4p es necesario para anclar y mantener al
CAR posicionado en el medio de la célula durante el inicio de la citocinesis, antes
de que el CAR empiece a cerrarse y se detecte la sintesis del septo. Ademas, el R-
BG de Bgs4 es necesario para mantener acoplada la sintesis del septo con la
contraccion del CAR y la deposicion de membrana plasmatica. En ausencia de
Bgs4p se observa que la sintesis del septo esta retrasada respecto al cierre del
CAR y la membrana plasmatica, lo que sugiere que la fuerza de empuje del septo
no es necesaria para la contraccion del CAR y la invaginacion de membrana
plasmatica. Ademas, el R-BG también es importante para la correcta formacion del
septo primario en sus etapas finales (Muioz et al., 2013).

Las células animales no tienen una pared celular rigida, pero poseen una
matriz extracelular externa, que es una estructura funcionalmente analoga a la
pared celular. La matriz extracelular esta compuesta por proteinas y polisacaridos,
algunos de los cuales se han descrito como criticos para la citocinesis, lo que
refuerza su similitud funcional con la pared celular y el papel del R-BG en la unién
de la pared al CAR (Mizuguchi et al., 2003; Jordan et al., 2011; Xu y Vogel, 2011;
Muioz et al., 2013).

Bgs4p y el R-BG que sintetiza son responsables de la formacion del
septo secundario, lo cual resulta critico a la hora de mantener la integridad celular
durante el proceso de separaciéon celular, ademas de conferir al septo de divisién
la rigidez necesaria para soportar los cambios en la presion de turgencia que se
producen entra las células hermanas. Bgs4 también es esencial para mantener la
integridad celular durante el crecimiento polarizado (Muifoz et al, 2013).
Recientemente se ha demostrado la participacién de Rga7p, una proteina con
actividad GAP (GTPase Activating Protein) in vivo para Rho2, en el correcto
transporte de Bgs4p desde los polos y desde vesiculas del Golgi a la zona media y
permitir asi la correcta formacion del septo de division (Martin-Garcia et al., 2014,
Arasada y Pollard, 2015).

4.1.2 Regulacién de la biosintesis del p-glucano

La subunidad reguladora de la actividad BGS es la GTPasa Rholp (de
“Ras homology”), la cual esta conservada en hongos y plantas (Arellano et al.,
1996; Mazur y Baginsky, 1996; Qadota et al., 1996). El modelo de activacion del
complejo BGS implica que Rho1p debe encontrarse en su estado activo, unido a
GTP y prenilado, lo que permite su anclaje a la cara interna de la membrana
plasmatica e interaccionar asi con la subunidad catalitica de la actividad BGS
(Drgonova et al, 1996) (Figura 11). Rholp se localiza en los sitios de
crecimiento activo y la sobreexpresion de rhol” origina células con paredes
engrosadas y defectos en separacion celular mientras que su represién provoca
una reduccién de la actividad BGS (Nakano et al.,, 1997).
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Figural1. Modelo de la activacion del complejo B(1,3-)glucén sintasa. El complejo enzimético,
formado por al menos dos componentes, se localiza en la cara interna de la membrana plasmaética. Estudios
bioquimicos permitieron el fraccionamiento del enzima en dos componentes: la GTPasa Rho1p, subunidad
reguladora encargada de la activacion del enzima, y la subunidad catalitica, formada por la familia de
proteinas Bgs. La GTPasa Rho1p debe ser prenilada por el heterodimero formado por Cwplp y Cwg2p, para

poder anclarse a la membrana plasmatica. Adaptado de (Drgonova et al., 1999).

El complejo BGS también esta regulado de manera indirecta por las
quinasas Pcklp y Pck2p, que participan en el mantenimiento de la integridad
celular, y cuya eliminaciéon genera defectos relacionados con la biosintesis de la
pared celular (Arellano et al, 1999; Toda et al, 1993; Viana et al, 2013;
Sanchez-Mir et al., 2014).

Rho1p también regula procesos como la organizacion del citoesqueleto
de actina o el inicio de los sitios de crecimiento celular que determinan la
morfologia celular (Arellano et al., 1997; Nakano et al., 1997), por lo que necesita
estar altamente regulada en la célula. Como reguladores positivos de esta GTPasa
se han descrito los GEFs: Rgf1p, Rgf2p y Rgf3p (Tajadura et al., 2004; Garcia et
al., 2006b; Garcia et al., 2009). Como reguladores negativos o GAPs se han
identificado: Rgalp, Rga5p y Rga8p (Nakano et al., 2001; Calonge et al., 2003;
Yang et al., 2003; Pérez y Rincén, 2010).
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4.2.1 Biosintesis del a-glucano

El a-glucano, junto con el L-BG, son los dos Unicos polimeros que no se
encuentran en las paredes de S. cerevisiae y otras levaduras de gemacion, pero
estan presentes en S. pombe y diversos hongos patégenos dimoérficos y
filamentosos (Edwards et al.,, 2011; Henry et al., 2012). Aunque todavia no se ha
descrito una actividad enzimatica «(1,3)-glucan sintasa capaz de sintetizar in vitro
cadenas de «(1,3)-glucano, en el genoma de S. pombe se han identificado varios
genes que codifican posibles a-glucan sintasas y que se han denominado ags (de
alpha-glucan synthase) o mok (de morphological y kinase inhibitor
supersensitive): agsl1*/mok1*, mok11*, mok12*, mok13* y mok14*. De todos
estos genes solamente ags7* seria esencial durante el crecimiento vegetativo. El
resto participa en el proceso de esporulacién con distinta importancia en cada
caso para la correcta maduracion de las esporas (Garcia et al., 2006a).

La proteina Ags1p/Mok1p es esencial ya que es responsable de la
biosintesis del a-glucano durante el crecimiento vegetativo. Codifica una proteina
integral de membrana de 2410 aminoacidos y un peso molecular de 271 kDa. Se
trata de una proteina esencial para el mantenimiento de la viabilidad y la integridad
celular (Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al.,, 1999). Recientemente se ha
descrito que Ags1 se colocaliza con Bgs1 en los sitios de crecimiento activo de la
célula: polos, CAR y septo de divisidon, lo que sugiere la colaboracion de ambas
proteinas desde los estadios iniciales de la sintesis del septo. Se ha demostrado
que el «(1,3)glucano es responsable como el R-BG de la formacién del septo
secundario. Ademas, el «(1,3)glucano también forma parte del septo primario ya
gue es esencial para dotar al septo primario de la fuerza estructural necesaria para
soportar la fuerza generada por la presion de turgencia de la célula durante la
separacién celular (Cortés et al.,, 2012).

A pesar de que Ags1p y Bgs1p tienen una funcion muy ligada durante la
formacion del septo, algunos requerimientos para su localizacion en la célula son
diferentes. Ambos necesitan un CAR correctamente ensamblado. Sin embargo, a
diferencia de Bgs1p, Ags1p no necesita la ruta SIN para su localizacién en la zona
media durante la citocinesis.

4.2.2 Regulacién de la biosintesis del a-glucano

La regulacion de la funcion de Ags1p depende de la quinasa Pck2p y la
GTPasa Rho2p. Ambas son necesarias para la funcién y correcta localizacion de
Agslp (Katayama et al., 1999). La sobreexpresiéon de cualquiera de ellas provoca
un aumento del a-glucano en la pared celular lo que resulta letal para la célula. Al
igual que Rho1p, Rho2p es necesaria para el mantenimiento de la integridad y la
morfologia celular. Sin embargo, el hecho de que la delecién de agsT*/moki1* sea
letal, pero no la de sus proteinas reguladoras, sugiere la existencia de mecanismos
alternativos para su activacion (Arellano et al., 1999; Toda et al., 1993; Calonge
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et al., 2000; Barba et al., 2008; Sanchez-Mir et al., 2014).

4.3 Biosintesis de las galactomanoproteinas

Las glicoproteinas que son secretadas y se incorporan a la pared celular
experimentan durante la ruta secretora un proceso de maduracion mediante N- y
O-glicosilaciones, iniciandose en el reticulo endoplasmico (RE) y completandose en
el aparato de Golgi. En el RE se afiaden las unidades de manosa, dando lugar a
cadenas cortas unidas a residuos de serina o treonina mediante enlaces O-
glicosidicos o cadenas mas largas unidas a residuos de asparragina mediante
enlaces N-glicosidicos. La adicion de galactosa y la modificacion de las cadenas de
manosa, se produce posteriormente en el aparato de Golgi (Ballou et al., 1994;
Gemmil y Trimble, 1999; Gemmill y Trimble, 2004).

Mientras que el gen och1” codifica la enzima N-manosil transferasa, se
ha comprobado que existen varios genes oma que codifican O-manosil-
transferasas en S. pombe cuya falta de actividad en la célula origina un descenso
de O-manosilacion que provoca defectos graves en la pared celular y en la
formacion del septo (Ohashi et al., 2010; Willer et al., 2005).

4.4 Biosintesis de la quitina

En S. pombe se han descrito dos genes, chsl1* y chsZ2*, que codifican
proteinas con una alta identidad con las quitin sintasas de otros hongos. Chs1p
sblo se detecta durante la fase sexual, es responsable de una pequefa actividad
quitin sintasa detectada in vitro y de la sintesis de la capa de quitina o quitosan
necesaria para la maduracién de las ascosporas (Arellano et al., 2000).

Chs2p carece de los residuos considerados como el dominio catalitico
de la actividad quitin sintasa y la sobreexpresién o delecién de chsZ2* tampoco
afectan a la actividad quitin sintasa in vitro (Martin-Garcia et al., 2003). Chs2p
interviene en el mantenimiento de la integridad estructural del CAR durante las
Gltimas etapas del proceso de contraccion (Martin-Garcia y Valdivieso, 2009).

5. La citocinesis en Schizosaccharomyces
pombe

La citocinesis es la etapa final del ciclo celular donde, después de Ia
duplicacion y segregacion del material genético, se construye la barrera fisica que
divide el citoplasma, originando dos células hermanas independientes. La
citocinesis en la levadura de fisién, al igual que en el resto de células de hongos y
en las células animales, depende del ensamblaje de un CAR. En la célula fungica la
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contraccion del CAR esta acoplada con la deposicion del septo de divisidn y
coordinada con la mitosis, comenzando al final de la anafase, cuando se ha
producido la segregaciéon del material genético (Sipiczki, 2007; Bathe y Chang,
2010; Laporte et al., 2010; Goyal et al.,, 2011; Kovar et al., 2011).

Se ha descrito que al menos 70 proteinas participarian en el proceso de
formacion del septo, entre las que se incluyen las proteinas del CAR, las enzimas
encargadas de la sintesis de la pared del septo, GTPasas, las septinas y la proteina
Mid2p relacionada con septinas, y toda una bateria de proteinas que forman parte
de la maquinaria encargada del trafico de membranas y que contribuyen no solo a
la formacion del septo sino también a su posterior degradacién (Pollard, 2010).

En S. pombe la citocinesis se divide en las siguientes etapas: 1)
seleccion del sitio de division, 2) ensamblaje del CAR, 3) contraccién del CAR,
deposicion de material de membrana y sintesis del septo y 4) separacién celular.

5.1 Seleccién de sitio de division

La posicion del futuro sitio de divisibn depende principalmente de la
posicién del nacleo a través de Mid1p, una proteina relacionada con la anilina de
metazoos (Sohrmann et al., 1996; Paoletti y Chang, 2000; Daga y Chang, 2005).
Durante interfase Mid1p se localiza en el ndcleo y al final de G, y comienzo de la
mitosis se moviliza al cértex celular, donde recluta a diferentes componentes del
CAR para ensamblar un anillo (Motegi et al., 2004). Plo1p fosforila a Mid1p al
comienzo de mitosis, lo que promueve su salida del ndcleo (Almonacid et al.,
2011; Bahler y Pringle, 1998), mientras que Pom1p, Tealp y Tead4p evitan la
acumulacion de Mid1p en los polos de la célula, generando un gradiente de sefales
negativas que evita la formacion de septos ectdpicos o desplazados hacia los
polos (Celton-Morizur et al., 2006; Padte et al, 2006; Rincén et al., 2014,
Oliferenko et al., 2009; Almonacid y Paoletti, 2010).

5.2 Ensamblaje del CAR

Se han propuesto dos modelos diferentes de ensamblaje del CAR
(Figura 12):

-El modelo de cable lider (Hachet y Simanis, 2008; Huang et al., 2008)
se propuso al observar que en ausencia de Mid1p todavia se ensambla el CAR
siempre y cuando las células mantengan una ruta SIN funcional. Estos anillos
pueden ensamblarse con una localizacidon ectdpica y mal orientados, dando lugar a
septos aberrantes. Este modelo propone que el CAR se ensambla a partir de un
Unico nodo en el cortex celular de Cdc12p que, a modo de centro organizador,
genera uno o dos cables paralelos de actomiosina que crecen perpendicular al eje
longitudinal de la célula hasta formar un anillo alrededor de la célula (Chang et al.,
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1997; Chang, 1999; Kamasaki et al., 2007).

Durante anafase B el CAR madura aumentando la concentracion de
proteinas como Cdc15p e incorporando otras como la miosina de tipo I
Myo3p/MypZ2p, la cofilina Adf1p, Acplp, Acp2p, el complejo Arp2p/3p, Myolp,
Wsp1p, etc. (Wu y Pollard, 2005).

-El modelo de nodos o SCPR (de “search, capture, pull y release”) (Wu
et al., 2006; Vavylonis et al., 2008; Lee et al., 2012), se basa en la dinamica de
aparicion de diferentes componentes en la zona media. Antes de la entrada en
mitosis la banda cortical de Midlp en la zona media recluta a diferentes
componentes del CAR: la proteina IQGAP Rng2p, necesaria para la organizacion de
los nodos en la zona media; la miosina de tipo Il Myo2p y sus cadenas ligera Cdc4
y reguladora Rlc1, el factor Rng3p; la proteina con dominios F-BAR Cdc15p y la
formina Cdc12p. Estas proteinas forman una banda cortical de nodos que se va a
condensar en un anillo a lo largo de la mitosis gracias a la ayuda de la F-actina, la
tropomiosina Cdc8p y la fimbrina Ain1p (Motegi et al., 2000; Wu et al., 2003;
Gachet et al.,, 2004; Wu et al., 2006 Coffman et al., 2009; Padmanabhan et al.,
2011; Laporte et al., 2011). Después se produce la polimerizaciéon de filamentos
de actina por la actividad de la formina Cdc12p y la aproximacion de los nodos
entre si por la actividad motora de MyoZ2p. En caso de pérdida de actividad
nucleadora de Cdc12, la formina For3p puede llevar a cabo la sintesis de los
filamentos de actina necesarios para la formacién del CAR y permitir que las
células completen la citocinesis (Coffman et al., 2013).
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Cdc15p es esencial para la citocinesis y necesaria para el reclutamiento
en la zona media de Cdc12p y Myo1p, en el que el dominio F-BAR del extremo N-
terminal juega un papel importante. En ausencia de Cdc15p o en mutantes donde
la interaccion Cdc15p-Cdc12p esta afectada se observa un retraso en la
formacion del CAR y provoca que las células presenten una mayor sensibilidad a
las perturbaciones que afectan a su ensamblaje. (Willet et al., 2015b).

Tanto la formina Cdc12p como el complejo Arp2p/3p regulado por
Myo1p promueven la nucleacién de actina y participarian en la formacién del CAR.
Aunque el complejo Arp2p/3p, no es necesario para la formacion del anillo per se,
es necesario para su correcta maduracion y procesos posteriores, tales como la
contraccién del CAR y sintesis de la membrana y pared del septo (Lee et al,
2000; Carnahan y Gould, 2003; Sirotkin et al., 2005; Wu et al., 2006)

5.3 Mantenimiento del CAR en la zona media

Recientemente se ha propuesto Cdc15p participa en el mantenimiento
del CAR en la zona media a través del transporte de la fGS Bgs1p desde el aparato
de Golgi hasta la membrana plasmatica de la zona media. De acuerdo a esta
hip6tesis, cuando se reduce la funcion de Cdc15p se produce un retraso en la
aparicion de Bgs1p en la zona media, lo que induciria el deslizamiento del CAR por
la superficie celular (Arasada y Pollard, 2015). Alternativamente, se ha propuesto
que este retraso de Bgslp se debe a un retraso en la formacion del CAR en
presencia de una version de Cdc15p no funcional (Roberts-Galbraith, 2009; Willet
et al. 2015a).

Ya que células tratadas con la equinocandina Aculeacina A no se
observa desplazamiento del CAR se ha propuesto que la actividad pGS de Bgslp
es dispensable para el mantenimiento del CAR (Arasada y Pollard, 2015). Sin
embargo, a parte de que en S. pombe existen otras dos BGS, Bgs3p y Bgs4p, que
son esenciales para la viabilidad la célula, parece que Bgsl1p es intrinsecamente
resistente a los inhibidores de la actividad BGS, por lo que un tratamiento con
Aculeacina A inhibiria la actividad debida a Bgs4p (Martins et al., 2011)

En ausencia de la paxilina PxI1p, cuya localizacion en el CAR depende de
Cdc15p (Ge et al., 2008; Pinar et al., 2008; Roberts-Galbraith, 2009), se observa
que el CAR se desplaza lateralmente incluso en presencia de Bgslp y Agslp,
deteniéndose a la vez que se detecta por primera vez la sintesis de L-BG del septo
primario, lo que sugiere que la actividad de Bgs1p podria ser importante para la
estabilizacién del CAR en la zona media. De acuerdo a esta observacion, en el
mutante cps7-7917 el CAR tampoco se mantiene de forma estable en el medio de
la célula (Arasada y Pollard, 2014; Cortés et al., 2015). De forma similar, el R-BG
sintetizado por Bgs4p también es importante para el mantenimiento estable del
CAR en la zona media (Mufioz et al., 2013).
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5.4 La ruta SIN

La coordinacién entre la mitosis y el proceso de contraccién del anillo y
sintesis del septo esta regulada por una ruta de sefalizacién denominada ruta de
activacién de la septacién (SIN, de “Septation Initiation Network”) (Simanis V.,
2015) (Figura 13). La proteina principal implicada en la sefalizacién de la ruta
SIN es una GTPasa de la familia Ras denominada Spg1p (de “Septation promoting
GTPase”). Esta proteina es esencial y su ausencia origina células multinucleadas
que son incapaces de formar un CAR estable y por tanto, tampoco pueden
sintetizar el septo (Schmidt et al., 1997). De acuerdo a esto, la inactivacién de la
ruta SIN origina células alargadas y multinucleadas sin septos, mientras que su
activacion ectépica origina células con multiples septos sin las correspondientes
divisiones nucleares (Nurse et al., 1976; Minet et al., 1979; Fankhauser y Simanis,
1994; Schmidt et al., 1997).

Los elementos centrales de la ruta SIN consisten en una cascada de
proteinas quinasa y sus subunidades reguladoras: la quinasa Cdc7p (de “Cell
division cycle”) de la familia STE11/MEKK (Fankhauser y Simanis, 1994; Schmidt
et al, 1997; Mehta y Gould, 2006), la quinasa Sid1p (de “Septum initiation
defective”) de tipo GCK de la familia Ste20, su subunidad reguladora Cdc14p
(Fankhauser y Simanis, 1993; Guertin et al.,, 2000; Guertin y McCollum, 2001), la
quinasa Sid2p de la familia NDR, y su subunidad reguladora Mob1p (de “Mps one
binder”) (Sparks et al.,, 1999; Hou et al., 2000; Salimova et al., 2000).

La sefal que desencadena el inicio de la septacién esta mediada por la
GTPasa Spg1p (Schmidt et al., 1997). Se ha descrito que el complejo formado por
Cdc16p y Byr4p actia como un GAP regulando el estado de activacién de Spglp
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Figura 13. Ruta de inicio de la septacién o SIN (Septation Initiation Network). (A) Regulacion
de Spglp. La GTPasa Spglp es activa unida a GTP, y esta regulada por el complejo GAP Byrdp-Cdc1ép vy el
probable GEF Etd1p. (B) El nucleo central de la ruta se ancla al SPB gracias al complejo de proteinas
adaptadoras Pcp89p-Siddp-Cdcl1p. En el esquema se muestran los reguladores esenciales, en verde los

activadores y en rojo los represores. Adaptado de (Goyal et al., 2011).
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(Song et al., 1996; Furge et al, 1998; Furge et al, 1999; Cerutti y Simanis,
1999; Krapp et al., 2008). Etd1p es un regulador positivo de la actividad de Spg1,
por lo que se ha sugerido que puede ser el GEF de esta GTPasa (Daga et al., 2005;
Garcia-Cortés y McCollum, 2009). Un conjunto de proteinas de tipo coiled-coil
forman un complejo adaptador que facilita la localizacion de los componentes del
SIN en el SPB: Ppc89p (de “pombe pole component), Sid4p y Cdc11p (Chang y
Gould, 2000; Krapp et al, 2001; Tomlin et al, 2002; Morrell et al., 2004;
Rosenberg et al., 2006).

5.4.1 Localizacién de los componente de la ruta SIN

El SPB sirve de punto de asociacion para los componentes de la ruta SIN
(excepto Etd1p), bien de manera constitutiva o transitoria a lo largo ciclo celular
(Balasubramanian et al., 2004a; Wolfe y Gould, 2005; Krapp y Simanis, 2008;
Lattmann et al.,, 2009; Goyal et al, 2011). Basandose en relaciones de epistasia,
localizacion y ensayos de fosforilacion, se ha establecido una activacion lineal de la
ruta SIN: La ruta es activada por el regulador mitético Plo1p probablemente
inhibiendo el complejo GAP Cdc16p-Byr4p, lo que permite la activacion de la
GTPasa Spg1p (Tanaka et al., 2001). Cdc7p es el efector de Spg1p, al que se une
en su forma unida a GTP y lo recluta al SPB (Fankhauser y Simanis, 1994). Cdc7p
activa al complejo Sid1p-Cdc14p y éste a Sid2p-Mob1p (Guertin et al., 2000). Las
subunidades reguladoras Cdc14p y Moblp son esenciales para la correcta
localizacion de las quinasas y en el caso de Sid2p, también para regular su
actividad quinasa. Finalmente, Sid2p es la encargada de transmitir la sefial para
iniciar la contraccién del CAR y la sintesis del septo. Entre los efectores de Sid2p
se encuentran: el adaptador de la ruta SIN Cdc11p, la fosfatasa Flp1p/Clpl1p
implicada en controlar la dinamica de Cdc15p y Myo2p en el CAR (Chen et al,
2008; Clifford et al., 2008; Feoktistova et al.,, 2012), la quinasa NDR Nak1p y su
proteina adaptadora Sog2p de la ruta de morfogénesis (MOR) (Gupta et al., 2013)
y el GEF Rgf1p de Rho1p, implicado en la coordinacion de la biosintesis de la pared
celular y el establecimiento del crecimiento bipolar (NETO) (Mutoh et al.,, 2005;
Garcia et al., 2006b; Gupta et al., 2013) (Figura 14).

La distribucién de algunas proteinas de la ruta SIN a lo largo del ciclo
celular no es constante en ambos SPB sino que se establece de manera asimétrica
(Johnson et al.,, 2012b). Dicha asimetria se establece durante la anafase B y se
cree que la inactivacion de la quinasa Cdc2p mediada por el complejo GAP
Cdc16p-Bry4p es determinante. Recientemente se ha descrito que la actividad
Cdc2p regula también la localizacion de Byr4 en el SPB mediante fosforilacion
(Dischinger et al., 2008; Guertin et al., 2000; Rachfall et al., 2014). Sid2p también
es necesaria para la asimetria fosforilando a la proteina a daptadora Cdc11p, y
regulando a otros componentes como Cdc7p o la propia Sid2p, a modo de
retroalimentacién positiva de la ruta (Feoktistova et al., 2012).
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Figura 14. Esquema de la localizacion de las proteinas de la ruta SIN durante la mitosis y
citocinesis. Todas las proteinas de la ruta SIN excepto Etd1p se localizan en el SPB en alguna etapa del
ciclo celular. El tamafo de los circulos asociados al SPB representa la intensidad de la proteina
correspondiente. No se muestran las proteinas reguladoras. Adaptado de (Garcia-Cortés y McCollum, 2009;
Lattmann et al., 2009; Goyal et al., 2011).

El posible GEF de la ruta SIN Etd1p tiene un papel dual activando la ruta
SIN durante la anafase e inactivandola al final de la septaciéon. Debido a su
localizacion en la zona media durante la citocinesis, inicialmente se propuso que
Etd1p comunica el CAR con la ruta SIN. Sin embargo, esta proteina presenta un
patrén de localizacién complejo: en interfase se encuentra en los polos, pero
durante la anafase desaparece del cértex celular, aumentando en el citoplasma y el
sitio de division. Coincidiendo con el cierre del septo, Etd1p adopta una
localizacion asimétrica, desapareciendo de la célula que presenta la ruta SIN activa
(Cdc7 presente en el SPB) y aumentando en la que tiene las ruta inactiva (Cdc7
ausente del SPB). Debido a estas observaciones y la inactivaciéon defectuosa de la
ruta SIN en células con Cdc7p en los dos SPBs o con niveles mas altos de Etd1p se
ha propuesto que la distribucién asimétrica de las proteinas de la ruta SIN es
importante para inactivar la ruta una vez que se ha completado la citocinesis y
prevenir asi nuevas rondas de septacion (Daga et al, 2005; Garcia-Cortés y
McCollum, 2009) (Figura 14).
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5.4.2 Funciones de la ruta SIN

Las principales funciones de la ruta SIN son las siguientes:

1) Activacién de la contraccion del CAR y formacién del septo (Gould y
Simanis, 1997; Jin et al, 2006). Hasta ahora no se han identificado dianas
directas de la ruta que puedan activar la contracciéon del anillo. Un posible
candidato es la BGS Bgs1p, ya que su localizacion en la zona media depende de la
actividad de la ruta (Cortés et al, 2002; Liu et al, 2002). Del mismo modo la
subunidad reguladora de la BGS Rho1p o su GEF especifico de citocinesis, Rgf3p
también dependen de la ruta (Tajadura et al., 2004; Jin et al., 2006).

2) Ensamblaje y estabilizacion del CAR junto con la anilina Mid1p.
Cdc15p es una posible diana de la ruta SIN ya que su reclutamiento, que es
esencial para la estabilidad del CAR en la zona media, esta muy afectado cuando
se inactiva la ruta (Hachet y Simanis, 2008). Por otro lado, la ausencia de Cdc15p
origina el fenotipo clasico de inactivacién de la ruta SIN (Fankhauser et al., 1995;
Carnahan y Gould, 2003; Roberts-Galbraith et al.,, 2010).

3) Regulacién negativa de la ruta MOR. La relaciéon antagonica entre
ambas rutas controla los patrones de crecimiento y la reorganizacion del
citoesqueleto de actina durante la mitosis y la interfase. Asi, las quinasas de la
ruta SIN Cdc7p y Sid1p regulan la localizacién de Pmo25 y la actividad de Nak1p,
lo que afecta a su capacidad para interaccionar con la quinasa Orb6p, bloqueando
la sefial de la ruta MOR (Kanai et al.,, 2005; Kume et al., 2007; Ray et al., 2010).
De esta forma, la inactivacion de la ruta MOR provoca una inhibicion del
crecimiento bipolar en la célula durante la citocinesis.

5.4.3 Checkpoint de citocinesis

El ciclo celular es un proceso finamente regulado, por lo que para
asegurar su correcto funcionamiento la célula ha desarrollado unos mecanismos de
vigilancia que aseguran una transicion eficiente entre sus diferentes etapas. Dichos
mecanismos se han denominado “checkpoints” o “puntos de control”. Estos
mecanismos de control permiten asegurar que un proceso celular determinado no
se ejecutara en la célula hasta que no se haya completado el proceso anterior
(Hartwell y Weinert, 1989).

En S. pombe un checkpoint de citocinesis controla que la septacion se
realicé correctamente (Figura 15). En condiciones normales de crecimiento el
checkpoint no esta activo. Sin embargo, cuando la maquinaria responsable de la
citocinesis sufre una perturbacién o retraso, como resultado de la adicion de
drogas o por efecto de mutaciones que afectan al CAR, el checkpoint se convierte
en esencial provocando un bloqueo de la contraccion del CAR y por tanto, de la
entrada de las células en nuevas rondas de mitosis (Liu et al., 1999; Mishra et al.,
2004).
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Figura 15. Checkpoint de citocinesis. (A) Esquema del funcionamiento del checkpoint de citocinesis.
Pequefias perturbaciones en la maquinaria de divisién celular activan el checkpoint provocando un retraso del
ciclo celular y al mismo tiempo proporcionando mas tiempo para conseguir la estabilidad del CAR. Adaptado
de (Karagiannis et al., 2005). (B) Regulacién de Sid2p por Flp1p/Clpl1p y Rad24p. Adaptado de (Chen et al.,
2008).

Gracias a la utilizacion del mutante de Bgs1p cps7-7197 y drogas que
despolimerizan la actina (Latrunculina A) se sabe que una septacién defectuosa
activa el chekpoint. Para su correcto funcionamiento el checkpoint necesita un
CAR funcional, la ruta SIN, y la fosfatasa FIp1p/Clp1p (Le Goff et al., 1999a; Liu et
al., 2000b; Cueille et al., 2001; Trautmann et al., 2001). Flp1p se localiza en el
nucléolo durante interfase y se traslada al citoplasma al comienzo de mitosis,
donde es fosforilada por Sid2p, lo que promueve su unién a la proteina 14-3-3
Rad24p y su retencidén en el citoplasma hasta que la citocinesis se ha completado.
Cuando se producen perturbaciones del CAR Flp1p permanece en el citoplasma
como resultado de la actividad de la ruta SIN, permitiendo asi el retraso en el ciclo
celular (Cueille et al., 2001; Trautmann et al.,, 2001; Chen et al., 2008; Mishra y
Oliferenko, 2008).

5.4.4 Reguladores de la ruta SIN

La progresion del ciclo celular esta regulada por la actividad de la
quinasa CDK (de “Cyclin dependent kinase”) Cdc2p y su interaccién con la ciclina
Cdc13p. La salida de mitosis e inicio de la septacién necesita la inactivacién del
complejo CDK Cdc2p/Cdc13p (Guertin et al, 2000; Balasubramanian et al.,
2004a). La asociacion de la ciclina Cdc13p con Cdc11p facilita la activacién de la
ruta SIN. Por otro lado, el complejo Sid1p-Cdc14p puede actuar como un sensor
del estado de la actividad CDK, reprimiendo la ruta hasta que se complete la
segregacion nuclear. Recientemente se ha descrito que CdcZ2p también puede
regular la funcién de la ruta SIN a través de inhibidor Byr4p, provocando su
deslocalizacién del SPB y activando la ruta (Chang, 2001; Morrell et al., 2004;
Dischinger et al., 2008; Rachfall et al., 2014). Aparte de los activadores Plo1p y
Etd1p existen otros reguladores de la ruta SIN que se mencionan en esta memoria:
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-Dmalp es un supresor multicopia de cdc76-716 (Murone y Simanis,
1996). Inhibe la actividad de la ruta ubiquitinando a Sid4p en el SPB, lo que
conduce a su degradacion, impidiendo la localizacién de Plo1lp en el SPB y la
activacién de la ruta (Guertin et al., 2002; Johnson y Gould, 2010; Johnson et al.,
2012a).

-La fosfoproteina fosfatasa Flp1p/Clp1p citoplasmica activa la ruta SIN
y a su vez la ruta SIN, a través de Sid2p, es necesaria para mantener a Flp1p en el
citoplasma. Flp1p crea un bucle de retroalimentacion positiva que mantiene activa
la ruta hasta completar la citocinesis (Mishra et al., 2004). Flp1p forma parte del
checkpoint de citocinesis y es esencial cuando se producen perturbaciones del
anillo (Mishra et al., 2005; Chen et al., 2008).

-Rho1p es un activador de Spglp y es esencial para mantener la ruta
SIN activa durante la contraccién del CAR. Rho1 también interacciona con Etd1p,
sugiriendo que podria existir un bucle de retroalimentacion positiva entre la
septacién y la ruta SIN (Alcaide-Gavilan et al., 2014).

5.5 Deposiciéon del material de membrana y sintesis del
septo de divisién

Una vez que se ha completado la division nuclear, el CAR se contrae
intimamente coordinado con la adicibn de nueva membrana plasmatica y la
deposicion simultanea de un septo de division, compuesto por al menos L-BG, R-
BG, p(1,6)-glucano y a(1,3)-glucano. Bgs1p es la subunidad catalitica responsable
de sintesis del L-BG del septo primario y Bgs4p, que sintetiza el R-BG que es el
glucano mayoritario de la pared, es responsable de la sintesis del septo secundario
y necesario en las Ultimas etapas de sintesis del septo primario. Ags1p sintetiza el
a(1,3)-glucano que también es esencial para la formacién del septo secundario y
para proporcionar al septo primario la rigidez necesaria para soportar la presion de
turgencia que se genera durante la separacién celular (Balasubramanian y
McCollum, 2004b; Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2007; Cortés et al., 2012;
Muioz et al., 2013).

Los dominios de membrana ricos en esfingolipidos y esteroles
denominados “lipid rafts”, participan en los procesos de secrecion polarizada en
las zonas de crecimiento. Su formacion depende de Cdc15p y la miosina de tipo |
Myo1p. Estos dominios son necesarios para restringir la maquinaria de division
celular en la zona media durante la citocinesis y para dirigir el anclaje de las
vesiculas secretoras encargadas de la adicién de nueva membrana (Rajagopalan et
al., 2003; Wachtler et al, 2003; Takeda y Chang, 2005; Wachtler y
Balasubramanian, 2006).

Estudios de microscopia electrénica de transmisién han mostrado que la
formacién del septo comienza con la aparicion en la zona media de una pequefa
invaginaciéon denominada rudimento anular, que constituye el inici6 del septo
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Figura 16. Esquema de la sintesis y degradacién del septo de divisiéon. (A) Esquema de la
formacion del septo (izquierda). La sintesis coordinada y simultanea (flecha) del septo primario (perpendicular
a la pared celular) y septo secundario (paralelo al septo primario) forman una estructura de septo trilaminar.
La maduracion del septo tiene lugar mediante el anclaje del septo primario a la pared celular (flecha
amarilla) y una segunda ronda de sintesis de septo secundario. Imagenes de MET de la progresion de la
sintesis del septo (derecha). (B) Degradacién del septo y separacion celular (izquierda). La separacion
celular comienza con la degradacion de la pared lateral adyacente al septo, originando la cicatriz de fision.
La degradacion de la pared se realiza a través del anillo denso (prolongacién del MTD desde la base del
septo primario hasta la superficie de la pared celular) y continta con la degradacién especifica del septo
primario. Durante este proceso, el material triangular denso (estructura densa a los electrones que conecta la
membrana en la base del septo con el extremo del septo primario) da lugar a una estructura residual
denominada fuscanel. A medida que avanza la degradacién del septo primario y debido a la presion interna
de la célula, el septo secundario va curvédndose para adoptar en cada momento la conformacién esférica més
estable, asegurando la integridad de la separacién celular. Imégenes de MET de la progresion de la
degradacién del septo (derecha). AD, anillo denso; CF, cicatriz de fisidn; F, fuscanel (anillo fosco); MTD, material
triangular denso; NP, nuevo polo; Pr, presién interna de turgencia; SP: septo primario; SS: septo secundario.
Adaptado de (Mufioz et al., 2013).

primario rodeado de membrana plasmatica. Segun progresa la sintesis centripeta
del septo primario se deposita a ambos lados nuevo material de pared denominado
septo secundario. Al mismo tiempo, aparece un material mas denso a los
electrones en la base del septo secundario, dando lugar a una estructura
denominada material denso triangular, que recorre la base del septo secundario
desde la membrana plasmatica hasta el extremo de anclaje del septo primario.
Tanto la funcién, como la composicion, del material triangular denso son aun
desconocidas. Finalmente, una vez que el septo se cierra por completo, el septo
secundario se hace mas grueso en un proceso adicional de maduracién (Johnson
et al., 1973; Dekker et al., 2004; Cortés et al., 2007; Sipiczki, 2007; Mufoz et al.,
2013) (Figura 16)
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5.6 Separacién celular

La pared celular esta compuesta mayoritariamente por a- y p-glucanos
por lo que debe existir en la pared celular proteinas con actividad a- y p- glucanasa
localizadas de manera muy especifica para conseguir la degradacion controlada del
anillo de pared celular que rodea al septo y la posterior degradacién especifica del
septo primario, permitiendo que las células se separen de una forma segura y
controlada para dar lugar a dos entidades independientes.

La existencia de defectos en el proceso de separacién celular es un
fenotipo pleiotréopico en S. pombe que puede originarse como resultado de la
alteraciéon de diferentes proteinas y procesos celulares, como la calcineurina o la
ruta de MAPK de integridad celular, cuyas dianas finales son las enzimas implicadas
en la degradacién del septo (Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997; Sengar et al.,
1997; Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000; Lu et al., 2002; Sugiura et al.,
2002; Alonso-Nuiez et al., 2005; Sipiczki, 2007).

5.6.1 a- y B- glucanasas

Hasta el momento se han descrito dos a-glucanasas, Agnlp es
responsable de la degradacion del a(1,3)-glucano de la pared celular alrededor del
septo primario (Dekker et al., 2004; Garcia et al., 2005; Sipiczki, 2007). Ya que el
septo primario también contiene a(1,3)-glucano (Cortés et al., 2012), Agnlp
también podria participar la degradacion del el septo primario. Agn2p esta
implicada en la degradacion de la pared del asca una vez que se ha completado la
esporulacion (Dekker et al., 2007).

También se han descrito dos B(1,3)-endoglucanasas, Englp es
responsable de la degradacién controlada del anillo de p(1,3)-glucano de la pared
celular que rodea al septo y del L-BG del septo primario, una vez que ha quedado
expuesto como resultado de la degradacion hidrolitica de la pared celular que
rodea al septo (Sipiczki y Bozsik, 2000; Martin-Cuadrado et al., 2003; Muioz et
al., 2013). Eng2p tiene una funcion hidrolitica esencial sobre la pared del asca,
permitiendo la liberacién de las ascosporas (Encinar del Dedo et al, 2009).
Aparte, Exglp es una B(1,6)-endoglucanasa relacionada con la separacién celular
que podria estar implicada en la degradacion especifica del p(1,6)-glucano del
septo (Duefas-Santero et al.,, 2010). Todas estas enzimas son secretadas y llevan
a cabo su accioén hidrolitica en la pared celular externa a la célula.

5.6.2 Septinas, anilina Mid2p y complejo del exocisto

La correcta localizacion de las enzimas Agnip y Englp en la zona de
division requiere las septinas, la anilina Mid2p relacionada con septinas, y un
complejo del exocisto funcional. La proteina Mid2p homoéloga de la anilina es
necesaria para la organizacion y mantenimiento del anillo de septinas. Este anillo
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aparece en la zona media durante la anafase B, desdoblandose en dos a ambos
lados del septo durante la contraccién del CAR (Berlin et al., 2003; Tasto et al.,
2003; An et al., 2004)

El exocisto es un complejo multiproteico que dirige el anclaje de
vesiculas desde el Golgi a la membrana plasmatica (Guo et al., 2000; Hsu et al.,
2004), jugando un papel esencial tanto en el transporte de vesiculas con las
proteinas hidroliticas de degradacién del septo, como en el crecimiento polarizado
(Martin-Cuadrado et al., 2005; Bendez( y Martin, 2011; Nakano et al., 2011;
Snaith et al, 2011). Forma un complejo octamérico conservado en todas las
células eucariotas y en S. pombe esta compuesto por Sec3p, Sec5p, Sec6p,
Sec8p, Sec10p, Sec15p, Exo70p y Exo84p. Se ha propuesto que Exo70p y Sec3p
son necesarias para la correcta localizacion y anclaje del exocisto en la membrana
plasmatica (Wang et al., 2002; Wang et al., 2003a; Bendezl y Martin, 2011). La
localizacion del exocisto es independiente, tanto de los cables de actina como de
Myo51p y Myo52p, aunque Sec3p, SecSp y Exo70p son transportados en
vesiculas por Myo52p, lo que pone de manifiesto la estrecha colaboracién entre
ambos maddulos en el crecimiento polarizado (Bendezu et al., 2012). El exocisto se
organiza en la zona media en forma de un anillo no contractil de manera casi
simultanea a la formacion del CAR y se desdobla en dos durante la formacién del
septo. Los mutantes del exocisto muestran defectos en separaciéon, acumulando
un gran numero de vesiculas intracelulares que podrian contener las enzimas
hidroliticas (Wang et al., 2002; Martin-Cuadrado et al., 2005).

El anillo de septinas funciona como un marcador posicional del exocisto
para transportar y secretar las enzimas hidroliticas. Las enzimas hidroliticas
forman un anillo en la base del septo para degradar de forma controlada, tanto el
anillo oscuro de pared celular que rodea al septo como el septo primario, lo que
permitira la separacién fisica de las dos células hermanas (Dekker et al., 2004;
Bilokapic y Schwartz, 2012). La ausencia de septinas o Mid2p causa la
desorganizacién del anillo de septinas restante, lo que altera la localizacién de las
enzimas hidroliticas, resultando en un defecto en la separacién celular (Martin-
Cuadrado et al., 2005) (Figura 17).

A pesar de que la separacién celular es la etapa mas critica del ciclo de
vida, ni las septinas ni Mid2p son esenciales para la viabilidad celular, aunque se ha
descrito que la represion de bgs4*causa la lisis celular en el inicio de la separacion

Pared celular Anillo septinas y Mid2p

== S. primario y @ Anillo exocisto
: S. secundario
¢ Agnip

4 Material denso
triangular Englp

Figura 17. Esquema de la maquinaria de separacién celular. Adaptado de (Sipiczki, 2007).
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celular debido a una degradacion descontrolada de la pared lateral al septo y de la
base del septo. Esta alteraciéon de Agnlip y Englp podria estar causada por una
inestabilidad del anillo de septinas o del complejo del exocisto (Mufoz et al,
2012).

5.6.3 GTPasas Rho3p y Rho4p

La actividad del exocisto esta controlada por varios miembros de la
superfamilia Ras de proteinas G. No se conocen los mecanismos que regulan la
secrecion de vesiculas exociticas en S. pombe, aunque se ha descrito que las
GTPasa Rho3p y Rho4p son importantes para su funcion.

Rho3p muestra una fuerte interaccion genética con mutantes del
exocisto y su ausencia causa la acumulacién de vesiculas secretoras en el
citoplasma y en las zonas préoximas al septo, por lo que se le ha atribuido un papel
en la modulacién de la funcion del exocisto (Wang et al., 2003b; Pérez y Rincén,
2010).

Rho4p regula la degradacién del septo controlando la secrecion de las
glucanasas Agnlp y Eng1p. En su ausencia también se produce una acumulacion
de vesiculas en la zona del septo y las glucanasas no se secretan al medio. Se ha
propuesto que la interaccion de Rho4p con el exocisto y las septinas es
importante para regular espacial y temporalmente la division celular (Nakano et al.,
2003; Santos et al.,, 2003; Santos et al.,, 2005; Mufioz et al.,, 2014; Wang et al.,
2015; Pérez et al., 2015).

6. La ruta MOR

La caracterizacion de mutantes de S. pombe con fenotipo redondeado
condujo a la identificacién de una ruta de sefalizacién conocida como MOR (de
“Morphogenesis Orb6p Network”). Esta ruta es esencial para el control de la
polaridad y la separacién celular al final de la citocinesis (Hou et al, 2003;
Mendoza et al., 2005; Hergovich et al., 2006; Jin et al., 2006; Verde y Willey,
2008).

La ruta MOR es, igual que la ruta SIN, una ruta de quinasas tipo NDR
(nuclear Dbf2-related), que se encuentra conservada desde células animales hasta
levaduras y hongos filamentosos (Saputo et al, 2012). En la levadura de
gemacion S. cerevisiae se denomina ruta RAM (de "Regulation of Ace2 and
Morphogenesis") (Nelson et al, 2003), donde es esencial para la separacién
celular a través de la quinasa Cbk1p, la cual regula la acumulacién en la célula hija
del factor de transcripcién Ace2p (Mazanka et al., 2008).

En S. pombe la ruta MOR también regula la separacién celular, sin
embargo, todavia no se ha encontrado una relaciéon funcional entre la ruta MOR y
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Ace2p (Alonso-Nuiiez et al., 2005). Los estudios realizados en esta levadura
sugieren que la ruta MOR controla la relocalizacion de los elementos del
citoesqueleto de actina (parches y cables) en los polos celulares (Huang et al.,
2005; Leonhard y Nurse, 2005; Das et al., 2009).

6.1 Componentes, localizacién y mecanismo de accién
de la ruta MOR.

La ruta MOR esta compuesta por una serie de proteinas esenciales: la
proteina reguladora Pmo25p, el complejo quinasa Nak1p-Sog2p, la proteina
adaptadora Mor2p, y el complejo quinasa Orb6p-Mob2p. Pmo25p y Naklp son
importantes para activar la actividad quinasa de Orb6p, a través del adaptador
Mor2p (Hirata et al., 2002; Kanai et al., 2005; Mendoza et al., 2005; Kume et al.,
2007; Gupta et al., 2013; Kume et al.,, 2013). De acuerdo a su papel en el control
de la polaridad celular durante la interfase, todos los componentes de la ruta MOR
se localizan en uno o ambos polos celulares (Figura 18). Orb6p regula la
polaridad celular restringiendo la localizacion y actividad de Cdc42p y la
organizacion del citoesqueleto de actina en los polos. En su ausencia Cdc42p
activo y sus efectores For3p y Geflp se extienden por el lateral de la célula (Das
et al., 2009).

Durante la mitosis, cuando se produce la parada del crecimiento
polarizado, todos los componentes de la ruta desaparecen de los polos,
apareciendo secuencialmente, primero Nak1p-Sog2p y después Pmo25p, en uno
de los dos SPBs y después en el septo, excepto Orb6p-Mob2p que Unicamente se
localiza en el septo durante su sintesis (Kanai et al., 2005; Leonhard y Nurse,
2005). Se ha sugerido que esta localizacion diferencial de Pmo25p y Nak1p en el
SPB, y de Orb6p en el septo, permite mantener inactiva a la ruta e inhibir el
crecimiento polar hasta que no finalice la citocinesis. La localizacién de Orb6p en
el septo también podria regular la separacién celular al acabar la septacion e
inactivarse la ruta SIN. Al acabar la separacion, todos los componentes de la ruta
MOR se localizan de nuevo en el polo viejo, donde la célula reinicia su crecimiento
(Ray et al., 2010) (Figura 18).

6.2 Comunicacién entre la ruta SIN y la ruta MOR

La inhibicion de la ruta MOR durante la citocinesis permite que la ruta
SIN regule el mantenimiento y contraccion del CAR, y la formacién del septo de
division. Una ruta SIN activa tras la citocinesis origina la formaciéon de mdultiples
septos ectdpicos. Del mismo modo, una ruta MOR activa durante la citocinesis
causa la lisis celular en la zona media, probablemente debido una degradacion
excesiva de la pared celular que rodea al septo (Minet et al., 1974; Ray et al.,
2010; Gupta et al.,, 2014). La inactivacion de la ruta SIN durante la mitosis no sélo
provoca un fallo en el mantenimiento de la citocinesis, sino que permite una
redistribucién del citoesqueleto de actina hacia los polos favoreciendo un
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crecimiento apical similar al que se produce en interfase (Mishra et al., 2004). La
sefalizacién de las rutas SIN y MOR implica la activacion de las quinasas NDR Sid2p
y Orb6p de cada ruta. Ambas son Ser/Thr que regulan el crecimiento polarizado y
la citocinesis en una gran variedad de organismos eucariotas desde levaduras
hasta animales (Hergovich et al, 2006 y 2009). Pmo25p es importante en la
comunicacién entre ambas rutas, interaccionando funcionalmente con Sidlp y
Nak1. Ademas, la ruta SIN inhibe la actividad de Orb6p durante la citocinesis a
través Sid2p (Kanai et al., 2005; Kume et al., 2007; Ray et al., 2010).

La relacién antagoénica entre las rutas SIN y MOR es clave para coordinar
la organizacion del citoesqueleto de actina durante la transicibn mitosis-interfase.
La inhibicion de la ruta MOR por parte de la ruta SIN bloquea la separacion celular y
el crecimiento polarizado hasta que no se haya completado la septacion, por lo
que se considera que la ruta SIN inactiva la ruta MOR durante la citocinesis (Ray et
al., 2010; Gupta y McCollum, 2011).
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Figura 18. Esquema de los componentes de la ruta MOR y su localizacién durante la
interfase y citocinesis de S. pombe. La ruta MOR es esencial durante el crecimiento polarizado. En
mitosis Pmo25p y Nakl1p se localizan primero en el SPB y después, junto con Orbép, en el septo. Los
componentes de la ruta MOR se localizan en los polos celulares durante interfase y en la zona media durante
la citocinesis. Adaptado de (Ray, S., 2010).
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el estudio de Bgs1p mas alla de su
papel en la biosintesis de la pared celular como subunidad catalitica responsable de
la sintesis de un B-GL lineal esencial para la célula. En este trabajo se pretende
estudiar el control que ejerce Bgs1p sobre el crecimiento polarizado. Para llevar a
cabo este objetivo nos planteamos:

1. Estudio del papel Bgslp en la conexion entre la ruta de activacion de la
septaciéon (SIN) y el establecimiento del crecimiento polarizado.

2. Caracterizacion de los dominios de Bgs1p necesarios y especificos para su
localizacién y funcién en los polos, el septo o el anillo.
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