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A: Delecién
aa: Aminoécido
AcLi: Acetado de litio
ADN: Acido desoxirribonucleico
AGC: Grupo de kinasas denominadas asi por las protein kinasas A, Gy C
Amp: Ampicilina
As-: Analogue sensitive
AMPc: Adenosin mono-fosfato ciclico
ARN: Acido Ribonucleico
ARNasa: Ribonucleasa
ARNmM: ARN mensajero
Cdc: Ciclo de division celular
CDK: Kinasa depeniente de Ciclina
CF: Calcofluor
ClonNAt: Nourserotricina (Nourseothricin)
C-terminal: Carboxiterminal
CWI: Ruta de Integridad de la Pared Celular (Cell Wall Integrity)
DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol
DIC: Microscopia diferencial de contraste de interferencia (Differential Interference Contrast)
DMSO: Dimetil sulféxido
DTT: Ditiotreitol (DiThioThreitol)
EDTA: Acido etilendiaminotetra-acético (EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
FEAR: Liberacién temprana de Cdc14 (cdc Fourteen Early Anaphase Release)
GAP: Proteina activadora de la actividad GTPasa (GTPase Activating Protein)
GDP: Guanosin Difosfato
GEF: Factor de intercambio de nucleétidos (Guanine nucleotide Exchange Factor)
GFP: Proteina Fluorescente Verde (Green Fluorescent Protein)
GlcNAc: N-acetil-D-glucosamina
GTP: Guanosina trifosfato
GTPasa: Guanosina trifosfatasa
HSG: Genes especificos de hifas (Hyphae-Specific Genes)
KD: Kinase-Dead
kDa: Kilodalton
kV: Kilovoltio
LB: Medio rico para E. coli (Luria-Bertani)
MAPK: Protein kinasa activada por mitégeno (Mitogen-Activated Protein Kinase)
Mb: Megabases
MEN: Ruta de salida de mitosis (Mitotic Exit Network)
Min: Minutos
MTL: Locus de apareamiento (Mating Type Like)
N-terminal: Aminoterminal
NDR: Kinasa nuclear relacionada con Dbf2 (Nuclear Dbf2-Related kinase)



D.O.: Densidad 6ptica

ORF: Fase de lectura abierta (Open Reading Frame)

pb: Pares de bases

PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline)

PBS- T: Buffer fosfato salino + Tween 1% (Phosphate-Buffered Saline +Tween 1%)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PH: Homologia con Pleckstrinas (Pleckstrin Homology)

PKA: Protein Kinase A

PVDF: Fluoruro de polivinilideno (PolyVinyliDene Fluoride)

RAM: Ruta de regulacion de Ace2 y morfogénesis (Regulation of Ace2 and Morphogenesis)
rpm: Revoluciones por minuto (Revolutions Per Minute)

DS: Desviacion estandar (Standard Deviation)

SDS: Dodecil Sulfato Sédico (Sodium Dodecyl Sulfate)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SEM: Error estandar de la media (Standard Error of the Mean)

SIN: Ruta de inicio de la septacion (Septation Initiation Network)

SNARE: Receptores de SNAP (Soluble NSF Attachment Protein Receptor)

SPB: Cuerpo Polar del huso (Spindle Pole Body)

TCA: Acido tricloroacético (Trichloroacetic Acid)

YEPD: Medio rico para Candida (Yeast Extract Peptone Dextrose)

YNB: Medio minimo para C. albicans, nitrdgeno base (Yeast Nitrogen Base)
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Introduccién

1. Candida albicans y la salud publica.

Los hongos son organismos eucariotas con una gran distribuciéon en el medio ambiente. Forman
una parte importante de nuestro microbioma, con relaciones simbioticas que pueden ser mutualistas,
comensalistas, parasitarias o amensalistas (Hall y Noverr, 2017). Muchos de los hongos asociados a los
seres humanos se clasifican como patégenos oportunistas (como es el caso de Candida y Cryptococcus),
los cuales causan enfermedades principalmente en individuos inmunodeprimidos, mientras que solo
algunos de ellos se consideran verdaderos patdgenos que causan enfermedades en individuos sanos
(Histoplasma y Paracoccidioides).

C. albicans forma parte de la microbiota habitual del ser humano y habita en la mucosa vaginal,
oral y gastrointestinal de individuos sanos como comensal inocuo (Drell et al., 2013; Ghannoum et al.,
2010; Nash et al.,, 2017; Williams et al., 2013). En mujeres sanas, C. albicans se mantiene como
simbionte mutualista colonizando de manera persistente la vagina, lo cual podria darse por la ubicacion
de ésta entre el recto y la uretra (Hall y Noverr, 2017). Las relaciones antagonicas que C. albicans ejerce
sobre muchas especies bacterianas, incluidas aquellas que causan infecciones del tracto urinario (ITU)
como Escherichia coli, inhiben la migracién de estos patégenos desde el recto a la uretra, proporcionando
de esta manera una barrera microbiolégica (Hall y Noverr, 2017). Sin embargo, en condiciones
especificas del hospedador y del medio ambiente, C. albicans puede pasar de su estado comensal a un

estado parasitario, pudiendo actuar como patégeno oportunista.

La patogenicidad microbiana es el resultado de la interaccion entre un huésped y un
microorganismo, y puede resultar de factores microbianos y/o de la respuesta del hospedador. Por tanto,
el resultado de esta interaccién y la ratio dafio/beneficio al huésped determina la virulencia del
microorganismo (Casadevall y Pirofski, 2003). C. albicans es un claro ejemplo de la gran capacidad que
poseen algunos hongos de ajustar su relacién dafio/beneficio con el hospedador en funcién de las
condiciones del medio, por lo que es el comensal fingico mas estudiado por la transicién de comensal a

patdégeno (Hall y Noverr, 2017) (Figura 1).

Las infecciones de las mucosas, caracterizadas por la colonizaciéon por hongos (es decir, el
crecimiento excesivo) asociada con una respuesta inflamatoria del huésped, son extremadamente
comunes y pueden tener un impacto importante en la calidad de vida de muchas personas (Figura 2)
(d'Enfert et al., 2021). Por ejemplo, la mayoria de las mujeres en edad reproductiva (75%)
experimentaran al menos un episodio de candidiasis vulvovaginal en su vida, y mas de un 5% la sufrira
de manera recurrente (Rosati et al., 2020; Yano et al., 2019). Los factores de riesgo de candidiasis
vulvovaginales incluyen niveles altos de estrogenos, el uso de anticonceptivos orales y diabetes no
controlada (d'Enfert et al., 2021). Por otro lado, las candidiasis orofaringeas se pueden deber a factores
como deficiencias nutricionales, disbiosis local, disfuncién salival, tabaquismo, uso de dentaduras
postizas e inmunidad disfuncional de las células T debido a alteraciones genéticas u otras infecciones
(Vila et al., 2020).
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Figura 1. Transicién de C. albicans de comensal a parasito. Durante el desarrollo como comensal, C. albicans
presenta, predominantemente, un crecimiento levaduriforme y es tolerada por el huésped. En este caso, no activa
la respuesta inmunitaria. Los periodos de disbiosis (momentos en los que se produce un desequilibrio de la
microbiota habitual) e inmunosupresion permiten que C. albicans prolifere, induzca la formacién de hifas y active la
respuesta inmune en el hospedador. En la mucosa vaginal, las células epiteliales se sensibilizan dando como
resultado la hiperactivacion de la respuesta inmune y la afluencia de neutréfilos. Esta hiperactivacion de los
neutréfilos provoca un dafio en la mucosa vaginal y candidiasis vaginal sintomatica. PMN, leucocitos
polimorfonucleares, PRR receptores de reconocimiento de patrén (pattern recognition receptors). Imagen modificada
de Hall y Noverr, 2017.

De esta manera, C. albicans puede causar infecciones leves de piel o0 mucosas e infecciones
sistémicas (candidemias), potencialmente mortales, que pueden surgir cuando el hongo ingresa al
torrente sanguineo (Cottier y Hall, 2019). La presencia de un catéter intravenoso, dialisis, estancias
prolongadas en unidades de cuidados intensivos (UCI), cirugia mayor, prétesis (por la capacidad de
C. albicans de formar biofilms sobre superficies inertes) y la nutricién parenteral se encuentran entre los
factores que predisponen a sufrir una candidiasis sistémica (Pappas et al., 2018; Tsui et al., 2016).
Ademas, la toma de antibiéticos de amplio espectro, una ingesta de alta frecuencia de carbohidratos,
desequilibrios hormonales y una nutricion deficiente también pueden ser factores contribuyentes
(Williams et al., 2013).

Una vez en el torrente sanguineo, C. albicans puede diseminarse a casi todos los érganos,
incluyendo el rifion, el higado y el bazo (Pappas et al., 2018). La tasa de mortalidad por estas infecciones,
gue varia segun las regiones geogréficas, se sitla entre el 10 al 20%, estando el riesgo de muerte
relacionado con el aumento de la edad, mayor fisiologia aguda y enfermedad cronica del paciente
(Pappas et al., 2018). De hecho, la candidiasis invasiva esté estrechamente vinculada a los avances en
la tecnologia médica y esta ampliamente reconocida como una de las principales causas de morbilidad

y mortalidad en el entorno hospitalario (Magill et al., 2014).
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Figura 2. Sitios de comensalismo y enfermedad de C. albicans en el cuerpo humano. Los sitios de
comensalismo de C. albicans (lado izquierdo) incluyen la cavidad oral, el tracto gastro-intestinal y el tracto genito-
urinario. C. albicans puede colonizar otras partes del cuerpo (lado derecho) y causar candidiasis orofaringea o
vulvovaginal. C. albicans también puede causar infecciones sistémicas de la sangre y los érganos internos, que a
menudo se producen por su translocacion del intestino al torrente sanguineo. También causa infecciones
mucocutaneas de la piel y las ufias. Se enumeran los factores que predisponen a las personas a sufrir tales
infecciones. Ver texto. Imagen modificada de D’Enfert et al., 2021.

Estas tasas de mortalidad se deben también a que las infecciones por hongos a menudo son
dificiles de diagnosticar y particularmente dificiles de tratar (Kéhler et al., 2014). Existe una necesidad
urgente en la salud publica de diagnésticos mas precisos, y la blusqueda de dianas de farmacos
antimicoticos esta un tanto limitada por el hecho de que, como eucariotas, los hongos comparten
mecanismos fundamentales de crecimiento y divisién celular con los humanos. Ademas, el tratamiento
de la candidiasis crénica o diseminada puede resultar complicado por la toxicidad del farmaco, asociada
con altas dosis de estos agentes antifingicos, y la creciente resistencia adquirida por algunas cepas de
C. albicans (Colombo et al., 2017; Davis et al., 2015; Prasad et al., 2019; Sanglard, 2019; Wadhwa et al.,
2019).

Comprender el equilibrio y las transiciones entre comensal y patégeno, y la busqueda de
marcadores de diagndstico que puedan distinguir entre comensalismo e infeccidn es vital para el futuro
de la micologia médica (Dadar et al., 2018; Hall y Noverr, 2017). Por lo tanto, el desarrollo de nuevas
herramientas clinicas potentes depende de una comprension integral de la patogenicidad de los hongos

y de la inmunidad antifingica.
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2. Genoma y ciclo sexual de C. albicans.

C. albicans es un hongo diploide con un genoma de 15,845 megabases (Mb) que consta de ocho
cromosomas (van het Hoog et al., 2007) y un contenido en GC del 33,5% (Jones et al., 2004). Durante
mucho tiempo se pensd que era una especie asexual obligada, sin embargo, recientemente se ha
definido un ciclo parasexual inusual que carece de una meiosis convencional pero que aun puede
generar formas altamente recombinantes (Bennett, 2015; Ene et al., 2019; Miller y Johnson, 2002).

@ White (2n)

Opaque (2n)

® Sefializacién por
feromonas

Formacion de proyecciones
de conjugacion

Fusion celulary
migracién nuclear

O{)—;—O Fusion nuclear en
el zigoto (4n)
Replicacion del ADN
en el zigoto
Segregacion del nucleo
tetraploide (4n)

m Formacion del septo

en la célula hija

d& Replicacién y divisién de
° las células tetraploides

Figura 3. Ciclo parasexual de C. albicans. Las células White cambian a la forma Opaque competente para el
apareamiento y, tras recibir la sefializacion de las feromonas de las células del tipo sexual opuesto, forman
proyecciones de conjugacion. Las proyecciones se fusionan formando un zigoto en el que ocurre la cariogamia,
generando un nucleo tetraploide que se replica. Se produce la replicaciéon y la gemacion continua de las células
tetraploides. Estas células pueden dividirse establemente o sufrir pérdida de cromosomas, produciendo células
diploides a, a o a/a. Imagen modificada de Bennett, 2015.
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La reproduccion sexual es omnipresente entre los hongos y esta asociada con la diversificacion
genética, la evolucidn de la resistencia a los antifingicos y la adaptacion a los cambios ambientales
(Heitman, 2006; Otto y Lenormand, 2002).

Dado que C. albicans es diploide, las células resultantes del apareamiento son tetraploides (Miller
y Johnson, 2002). La secuencia de su genoma revelé que posee un locus “Mating Type-Like” (MTL),
siendo la mayoria de las cepas de C. albicans heterocigéticas, con alelos tanto MTLa como MTLa (Figura
3). Para poder aparearse, las células cambian de la forma White (levaduras redondeadas) a la forma
Opaque (levaduras elipsoidales granuladas), que son las formas competentes para el apareamiento, y
forman proyecciones de conjugacion entre dos células con locus MTL opuestos (Bennett, 2015; Noble
et al., 2017; Popp et al., 2019). Los productos de apareamiento tetraploides son inestables y, aunque
hasta ahora no se ha observado meiosis en C. albicans, pueden perder cromosomas de forma aleatoria
y, finalmente, volver al estado diploide para producir una progenie recombinante que contenga material
genético de ambos padres (Bennett, 2015; Popp et al., 2019).

La plasticidad morfol6gica de C. albicans durante el apareamiento tiene que ver con la capacidad
de adaptacién que ha desarrollado a lo largo de su evolucidn. C. albicans ha desarrollado una serie de
mecanismos que le permiten adaptarse rapidamente a los estimulos ambientales a los que esta sujeto
durante la colonizacion de nuevos nichos en animales de sangre caliente, sus hospedadores (Berman y
Sudbery, 2002). Ocurre lo contrario en Saccharomyces cerevisiae, que se adaptd al crecimiento en
ambientes con alta concentracion de azUcares, pudiendo resistir elevadas concentraciones de etanol. Y
es que, aunque muchos estudios sobre la biologia C. albicans estén fundamentados en el conocimiento
gue se tiene sobre S. cerevisiae, ambos divergieron de un ancestro comun hace aproximadamente 200

millones de afios (Pesole et al., 1995).

3. Morfologia de C. albicans.

C. albicans tiene la capacidad de diferenciarse en multiples estados morfolégicos distintos en
funcion de las condiciones ambientales en las que se encuentre. El morfotipo principal es la forma de
levadura, o células “White”. Estas células son redondeadas u ovaladas, similares a las de
S. cerevisiae, y miden alrededor de 5-6 ym (Klis et al., 2014). Las levaduras se reproducen por gemacion
y la divisién nuclear se produce en la union entre la célula madre y la hija. Debido a que la célula hija se
separa de la madre después de la citoquinesis, las levaduras se consideran unicelulares (Sudbery et al.,
2004; Warenda y Konopka, 2002), que son una forma ampliamente observada en estudios in vivo y en

aislados clinicos, y es eficaz para la diseminacion y adhesion a superficies.

Un morfotipo derivado de la levadura son las células Opaque (Figura 4), competentes para el
apareamiento, con forma elipsoidal y unas 7 um de largo; presentan la superficie granulada (Lockhart et

al., 2002) y se asocian a las membranas mucosas de la piel (Noble et al., 2017).

Recientemente, se han observado nuevas formas de levaduras elipsoidales, como son las células
Grey y las células GUT (Gastrointestinally induced Transition”), ambas de tamafio similar a las células

Opaque y sin granulos en su superficie (Pande et al., 2013; Tao et al., 2014). Estas células
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también presentan especificidad de nicho: las Grey se encuentran en las mucosas de la cavidad oral y
las GUT en el intestino, y estan asociadas al comensalismo (Noble et al., 2017). Pande y colaboradores
(2013) demostraron que una poblacién de células de C. albicans sufria un cambio en su desarrollo al
pasar por el intestino de ratén, regulado por el factor de transcripcion Worl. Las células resultantes se
denominaron células GUT. A nivel molecular, las células GUT muestran un programa transcripcional
distinto y optimizado para el crecimiento en el intestino. Este trabajo definio, por primera vez, un tipo de
célula comensal especializada de C. albicans y, lo que es mas importante, subrayo la evidencia de que
las infecciones mediadas por este hongo no estan estrictamente relacionadas con el deterioro de la
inmunidad del huésped, sino que también estan relacionadas con un control de identidad celular

determinado por las transiciones comensal-patégeno (Sellam y Whiteway, 2016).

El cambio morfoldgico mas estudiado de C. albicans es la formacion de hifas. Esta transicion
morfologica se desencadena por varias sefiales ambientales presentes en el cuerpo humano, como son
el suero sanguineo, 37°C de temperatura, el pH, los niveles de CO:2 y de oxigeno, el bajo contenido de
nitrégeno o los nutrientes disponibles (Noble et al., 2017; Villa et al., 2020). En este

Levaduras Filamentos
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Figura 4. C. albicans es polimdrficay muestra una variedad de formas de crecimiento. Las células de levadura
de C. albicans pueden experimentar cambios fenotipicos entre formas de crecimiento White, Opaque y Grey que
poseen diferentes formas y caracteristicas de la superficie celular. Estas formas se inducen en respuesta a
diferentes factores ambientales y, por lo tanto, se asocian con distintos tipos de infeccion. La forma Opaque se
asocia con un apareamiento eficiente. El fenotipo de “transicion inducida gastrointestinalmente” (GUT) se observa
en células de C. albicans que expresan ectopicamente WORL1, un regulador clave del comensalismo. La transiciéon
de células de levadura (White) a pseudohifas o hifas es estimulada por una amplia variedad de factores ambientales,
que incluyen temperaturas elevadas, pH y peptidoglicano. Las pseudohifas se pueden distinguir de las hifas por la
presencia de invaginaciones en las uniones septales en las pseudohifas, pero no en las hifas. C. albicans también
tiene la capacidad de formar clamidosporas en condiciones ambientales especificas. Imagen modificada de D" Enfert
et al. 2021.
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proceso, la levadura deja de formar yemas y
comienzan a producir prolongaciones tubulares en
las cuales la divisidon nuclear ocurre dentro de la
célula hija de la hifa, seguida de la migracién de un
nucleo de la progenie a la célula madre. Las células
hifales permanecen unidas entre si por un tabique o

septo tras la citoquinesis, de modo que a medida que
se van produciendo divisiones celulares se producen
estructuras  filamentosas  multicelulares, sin
ramificaciones, llamadas micelios o filamentos
(Sudbery, 2011). El cuerpo celular de las hifas tiene
un didmetro menor en comparacion con las
levaduras, alrededor de 2,5 a 3,5 um, pero su
longitud puede superar faciimente las 100 pm,
superando el tamafio de las células inmunitarias (Klis
et al., 2014).

Figura 5. Morfologias principales de C. albicans.
Otro tipo morfoldgico son las pseudohifas, Imagenes de microscopia de contraste interferencial
(DIC) de levaduras (A) e hifas (B). Barras de escala: 5
y 10um.

cuyas células comparten caracteristicas tanto con

levaduras como con hifas. Al igual que las

levaduras, presentan una forma ovalada/elipsoide; al igual que las hifas, pueden formar un micelio. Sin
embargo, la forma de las pseudohifas no cambia a tubular y, tras la citoquinesis, se forma una
constriccion entre cada célula que se identifica facilmente por un cambio de diametro (Sudbery et al.,
2004). Existe cierta controversia sobre si representan un tipo de célula diferente o son simplemente un
tipo de célula intermedia entre las otras dos morfologias mejor caracterizadas (Noble et al., 2017).

Por ultimo, C. albicans puede formar clamidosporas, células redondeadas con un didametro de
7-8 um, caracterizadas por tener una pared celular gruesa (Hayes, 1966). Las clamidosporas son
generadas por células suspensoras, en las cuales ocurre la division nuclear, y se localizan en los
extremos distales de los filamentos (Martin et al., 2005). Se han identificado varias sefiales ambientales
gue desencadenan la diferenciacién de clamidosporas, como la luz, la ausencia de nutrientes o la
hipoxia, pero la funcién bioldgica de este morfotipo atin no se conoce del todo (Béttcher et al., 2016).

Si bien cada una de estas formas morfoldgicas desempefia un papel importante en la biologia de
C. albicans, este trabajo se centrard principalmente en la transicion morfoldgica de levadura a hifa (Figura
5), ya que son los morfotipos mas comiunmente observados durante la infeccién (Mayer et al., 2013) y

ejercen, por tanto, una funcién relevante en la virulencia de este patégeno fungico (Villa et al., 2020).

3.1. Contribucion de las distintas formas morfolégicas a la virulencia de C. albicans.

Los estudios que muestran que las hifas verdaderas evaden o escapan a las células fagociticas,
y que las células de levadura se diseminan en el torrente sanguineo sugieren que la morfologia
contribuye a la supervivencia de C. albicans en una amplia gama de nichos (Berman, 2006). Ademas,
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estos tipos celulares son reversibles entre si, por lo que se piensa que la virulencia requiere la capacidad
reversible de cambiar de una morfologia a la otra (Berman, 2006; Saville et al., 2003; Vila et al., 2020).

El polimorfismo contribuye a la transicion de C. albicans de una forma comensal a una patoldgica,
gue depende de los cambios en el entorno en el que se encuentra. Se caracteriza por la transicién
morfologica de levaduras a hifas para la invasion de tejidos (Kadosh, 2019; Noble et al., 2017). Las hifas
son invasivas, se adhieren de manera mas robusta y eficiente a las células del huésped que las células
de levadura, y expresan factores de virulencia como las adhesinas Als3 y Hwpl, proteinas relacionadas
con la adhesion y la invasién (Mayer et al., 2013). Tienen la capacidad de penetrar en el tejido del
huésped por endocitosis inducida, dependiente de la actividad del huésped, y por penetracion activa,
dependiente de la actividad fungica (Galocha et al., 2019; Maza et al., 2017). Ademas, la formacion de
hifas facilita el escape de los fagocitos e induce la muerte de los macrofagos (Krysan et al., 2014) y se
encuentra relacionada con la secrecion del péptido citotdxico candidalisina, codificado por ECE1, que
lisa el epitelio del hospedador y provoca la destruccion del tejido (Wilson et al., 2016). Las hifas carentes
de ECE1 pueden invadir las células epiteliales sin causar dafios, pero la colonizacion efectiva de los
tejidos requiere la combinacién de filamentacion y secrecion de candidalisina (Arkowitz y Bassilana,
2019).

Ademas de estar involucrada en la liberacion de la candidalisina, la secrecion juega un papel
esencial durante la virulencia de C. albicans, liberando una gran variedad de proteasasy lipasas. Ademas
de utilizar la via secretora convencional para secretar componentes al medio externo, de forma similar
a otros hongos, C. albicans libera vesiculas extracelulares (VE) que contienen proteinas citoplasmicas,
proteinas “moonligthing”, proteinas de membrana y otras relacionadas con la pared celular (Rollenhagen
et al., 2020; Satala et al., 2020).

El trafico de proteinas a la membrana plasmatica estd mediado por el transporte vesicular entre
diferentes compartimentos celulares, y por las GTPasas pequefias de las familias Arf (ADP- Ribosylation
Factor) y Rab (GTPasa de la superfamilia Ras), las cuales regulan los distintos pasos de estos procesos.
El papel de las proteinas Arf en el crecimiento hifal y la virulencia se ha investigado recientemente
(Labbaoui et al., 2017). De las proteinas Arf/Arl, Arf2 y Arl1 han demostrado ser criticas para la virulencia
en modelos de candidiasis de ratdn, y Arll se requiere especificamente para la candidiasis orofaringea.
Ademas, se ha demostrado que un mutante carente de Arfl presenta una virulencia reducida en un
modelo de infeccién sistémica murina y en la lisis de macréfagos, pero esta cepa tiene una tasa de
crecimiento reducida y sufre una parada del ciclo celular. Mientras que Arf2 es necesario para la
viabilidad, Arll participa en la extension de las hifas y en la restriccién de su crecimiento hacia un solo
sitio (Arkowitz y Bassilana, 2019).

La capacidad de formar biofilms es otra de las propiedades de la patogénesis de C. albicans
relacionada con la mayoria de las infecciones causadas por este hongo (Talapko et al., 2021). Los
biofilms son una estructura compleja compuesta por las diferentes morfologias de C. albicans, que
genera un ambiente resistente al acceso de las drogas antifingicas (Bonhomme y d'Enfert, 2013; Taff et

al., 2013; Wall et al., 2019). Se desarrolla a través de varias fases consecutivas (Talapko y Skrlec,
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Figura 6. Formacion de biofilms de C. albicans. La formacién comienza con la adhesion de las células de levadura
(azul oscuro) a la superficie (gris) (1). En la fase inicial del biofilm se produce la proliferacion de

C. albicans y la formacién de hifas (2). Seguidamente, las células producen matriz extracelular (3), y la fase de
maduracién incluye la acumulacién de esta matriz extracelular (4). Finalmente, las células de levadura se dispersan
a un nuevo sitio y forman un nuevo biofilm (5). Imagen modificada de Talapko et al., 2021.

2020) (Figura 6): en un primer lugar, las células de levaduras se adhieren a la superficie y forman la capa
basal del biofilm. Seguidamente, las levaduras proliferan y comienza el crecimiento filamentoso, lo que
marca el inicio de la creacion del biofilm. En la fase de maduracion, se acumula una matriz de polisacarido
extracelular que protege a las células. Finalmente, se produce la dispersién de células no adherentes, lo

gue da lugar a la diseminacion y formacion de nuevos biofilms (McCall et al., 2019).

3.2. Ciclo celular de levaduras.

Las levaduras de gemacion, tanto S. cerevisiae como C. albicans, presentan una morfologia
elipsoidal, las cuales crecen formando colonias lisas y redondas (Berman, 2006). Durante el ciclo celular
se polarizan los sistemas citoesqueléticos de actina, septinas y microtubulos citoplasmaticos, regulados
por la GTPasa Cdc42, la cual juega un papel central en la polaridad celular (Park y Bi, 2007; Woods y
Lew, 2019).

Tras la emergencia de la yema, se produce un crecimiento apical en la punta entre la fase G1y
G1 tardia debido a la polarizacion del citoesqueleto y a la secrecion de vesiculas, provocando el
alargamiento de la yema (Howell y Lew, 2012) (Figura 7). La emergencia de la yema se coordina con el
inicio de la replicacion del ADN y duplicacion del cuerpo polar del huso (SPB, Spindle Pole Body,
equivalente al centromero en las células animales). En la fase G2 temprana, el crecimiento pasa de
apical a isotropico, impulsando la expansion uniforme al desencadenarse una despolarizacion del

crecimiento en la yema, que esté regulado por el complejo ciclinas-Cdk1 (Cdc28)(Howell y Lew, 2012).
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Seguidamente, el crecimiento pasa de orientarse hacia la yema a dirigirse uniformemente tanto a la
célula madre como a la hija, por la ruptura de la asimetria entre las dos células durante la mitosis tardia
(Howell and Lew 2012). Por ultimo, tras la salida de mitosis, el crecimiento se reenfoca hacia el cuello,
necesario para la sintesis del septo de separacion durante la citoquinesis y para la separacion de la
célula hija (Chiou et al., 2017; Howell y Lew, 2012).

Para regular la progresion del ciclo celular, C. albicans tiene dos ciclinas de G1, Cinl y CIn2,
ademas de CIn3 que es esencial para controlar el tamafio celular y el mantenimiento del morfotipo
levaduriforme (Bachewich y Whiteway, 2005; Chapa y Lazo et al., 2005). La ciclina Ccnl esta presente
en las fases G1 y S temprana, no es necesaria para el inicio del crecimiento polarizado, pero si para su
mantenimiento (Loeb et al., 1999). En G2, las ciclinas de tipo B se encargan de regular el crecimiento
isotrépico, siendo las principales Clbl y Clb2. Clb2 es esencial, y las células carentes de ella son
alargadas y con nucleos divididos conectados por husos mitéticos alargados; otra de las ciclinas de esta
fase, Clb4, también contribuye a la regulacion negativa del crecimiento polarizado, ya que mutantes
deficientes en CIb4 crecen de manera constitutiva en forma de hifas (Bensen et al., 2005; Ofir y Kornitzer,
2010).

3.2.1. Importancia de las septinas en el ciclo celular.
En levaduras de gemacion, las septinas son un conjunto de proteinas que desempefian un papel

esencial en morfogénesis y crecimiento, y experimentan cambios organizativos regulados por el ciclo
celular. Son proteinas de unidbn a GTP con capacidad de ensamblarse y formar complejos hetero-

oligoméricos y estructuras altamente ordenadas, como anillos y filamentos. Resultan esenciales para la
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Figura 7. Ciclo celular de la levadura de gemacion. (1) Polarizacion del citoesqueleto y de la maquinaria de
secrecion en la fase G1 tardia, desencadenada por el complejo CIn1,2-Cdc28; (2) Cambio de crecimiento apical a
isotrépico en fase G2 temprana, dependiente de Clb1,2-Cdc28; (3) Ruptura de la asimetria célula madre-yema en
la mitosis tardia (desencadenante desconocido) y (4) reorientacion del crecimiento hacia el cuello después de la
salida de mitosis, desencadenada por la inactivacion de la actividad de Clb-Cdc28. Se indica la localizacion de los
parches y cables de actina (rojo), Cdc42 (azul) y las septinas (verde) durante el ciclo celular. Imagen modificada de
Howell y Lew, 2012.
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citoquinesis, ya que participan en el reclutamiento de la maquinaria celular necesaria para la formacion
del anillo contractil de actomiosina y porque funcionan como una barrera de difusion entre la célula madre
y la hija, ayudando a mantener la polaridad celular (Bridges y Gladfelter, 2015; Caudron y Barral, 2009;
Khan et al., 2015; Marquardt et al., 2019; Weirich et al., 2008). En C. albicans, los anillos de septinas
estan compuestos por las septinas Cdc3, Cdc12, Cdc10, Cdcll y Sep7 (Warenda y Konopka, 2002).

Al inicio de la fase G1, cuando la GTPasa Cdc42 define el sitio de crecimiento polarizado
focalizandose en la corteza celular, las septinas son reclutadas a este punto y se asocian con la
membrana plasmatica. En este momento comienza la organizacion de las estructuras supramoleculares
de septinas (Bertin et al., 2010)(Figura 7).

En el sitio de formacion de la yema, las septinas se reorganizan para formar un anillo de
aproximadamente 1 um de diametro, lo que requiere la hidrélisis del GTP unido a Cdc42 mediado por
los factores GAP (GTPase Activating Protein)(Caviston et al., 2003; Kadota et al., 2004). Después de la
emergencia de layema, el anillo de septinas se expande en una estructura de reloj de arena, denominado
collar, en el cuello entre la célula madre e hija. Al inicio de la citoquinesis, el reloj de arena se divide en
dos anillos corticales que intercalan la maquina de citoquinesis y flanquean la regién donde se va a
formar el septo de divisién. Cuando se completa la formacion del septo, las células comienzan una nueva
fase G1 y los dos anillos se desensamblan para volver a formarse en el futuro sitio de gemacién
(Warenda y Konopka, 2002).

La septina Cdcll es fosforilada inmediatamente después de la induccién de la filamentacién y
esta fosforilacion se mantiene durante todo crecimiento filamentoso. En levaduras, Cdcl1 es fosforilada
en la serina 395 por Gind y esto es necesario para que tenga lugar la fosforilacién en la serina contigua
(S394) por la kinasa Cdc28 asociada a la ciclina Ccnl. Esta modificacion ocurre en los 5 minutos
posteriores a la induccién de las hifas y es esencial para la induccién y el mantenimiento del crecimiento
hifal (Sinha et al., 2007). Asi, las células deficientes en la proteina Ccnl o mutantes que contienen un
alelo fosfodeficiente (cdc11-S394A) emiten tubos germinales normales, pero son incapaces de mantener
el crecimiento polarizado una vez se ha formado el primer septo. En el mutante ccnlA, este fenotipo se
suprime al introducir un alelo fosfomimético (cdc11-SS394,395DD). Puesto que Ccnl se degrada durante
el crecimiento hifal, el mantenimiento de la fosforilacién de Cdcll en etapas posteriores depende de
Hgcl-Cdc28. Estos resultados indican que el estado de fosforilacién de Cdcll es importante para
mantener un crecimiento polarizado sostenido en el tiempo.

En hifas, el crecimiento polarizado es continuo e independiente del ciclo celular, el citoesqueleto
de actina esta focalizado en la punta de la hifa y la organizacién y dinamica del anillo de septinas es
diferente a la de levaduras (Gonzalez-Novo et al., 2008; Hazan et al., 2002; Warenda y Konopka, 2002).
Al comenzar la emergencia del tubo germinativo, las septinas se agrupan formando barras paralelas en
la base. Esta primera estructura se denomina banda basal de septinas (Figura 8). A medida que el tubo
germinativo crece, las septinas pasan a agruparse en el apice, formando una estructura apical llamada
“cap”. Una vez que la hifa adquiere una longitud adecuada, parte de las septinas apicales se quedan en

la pared lateral del filamento, formando un anillo de septinas similar al
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de levaduras que marca el punto donde tendra lugar la formacion del septo. Durante la mitosis, el ndcleo
migra fuera del cuerpo celular hasta el anillo de septinas para realizar la mitosis dentro el tubo
germinativo. Uno de los nucleos regresa al cuerpo celular y el otro migra a la region apical antes de que

se produzca la formacion del septo que divide el cuerpo celular del compartimento apical (Sudbery, 2011).

3.3. Transicion levadura-hifa.

El cambio morfoldgico de levaduras a hifas de C. albicans es la respuesta a una gran variedad de
estimulos ambientales. En el ser humano, factores como el pH neutro, el CO2, una temperatura de 37°C
o la presencia de suero (entre otros) inducen esta transicion (Chow et al., 2021; Sudbery, 2011). Esta
variedad de sefiales ambientales y nutricionales controla un gran nimero de factores de transcripcion
gue contribuyen a la activacion o represion del programa transcripcional especifico de hifas (Rodriguez
et al., 2020; Villa et al., 2020).

Como parte de la microbiota del organismo, C. albicans interacciona con los demas
microorganismos presentes. De hecho, las infecciones causadas por C. albicans ocurren cuando hay un
cambio ecoldgico en la comunidad microbioldgica, frecuentemente debido al debilitamiento del sistema
inmune del hospedador como se ha comentado anteriormente (Ruby y Barbeau, 2002). Esta interaccion
se da mediante quorum sensing, un mecanismo de comunicacion microbiana en el que la acumulacion

de moléculas de sefalizacion permite que una célula detecte una determinada densidad
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Figura 8. Dindmica de las septinas durante el desarrollo hifal de C. albicans. (1) En cuanto ocurre el inicio de
la evaginacién del tubo germinal, una banda basal de septinas se hace visible tanto en la base de esta estructura
como en la punta. Se muestra la septina Cdc10 marcada con la proteina fluorescente amarilla (YFP). El contorno
de la hifa (azul) ha sido tefiido con Concavalina-Alexafltor. (2). El crecimiento del tubo germinativo da lugar a que
la banda basal desaparezca para que en su lugar se forme a un anillo de septinas en el interior de la hifa en
crecimiento. En el momento de la mitosis, el nacleo (tefiido con DAPI; color azul) migra fuera del cuerpo de la hifa
para dividirse en el tubo germinativo. La tincion con Concavalina-Texas Red marca el contorno de las hifas. (3). El
anillo de septinas se divide en dos, permitiendo la formacion del septo en medio de ambos. Tincidon como en la figura
1. (4). Esquema del primer ciclo celular durante el desarrollo hifal. Imagen modificada de Sudbery, 2011.
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celular. Esta basado en la produccién del alcohol sesquiterpénico farnesol, el cual inhibe el crecimiento
hifal y promueve el crecimiento levaduriforme (Mallick y Bennett, 2013; Polke y Jacobsen, 2017; Polke
et al., 2018; Wongsuk et al., 2016). Se ha visto que a una densidad de células bacterianas inferior a 10°
células/ml C. albicans crece de forma hifal, mientras que a densidades celulares mas altas el crecimiento
es en forma de levadura (Hornby et al., 2001; Ramage et al., 2002). Ademas del farnesol, otro alcohol
aromatico llamado tirosol, que controla el crecimiento, lamorfogénesis y la formacion de biofilms, también
actiia como una molécula de quorum sensing realizando el efecto contrario, ya que induce la formacion
de hifas en levaduras quiescentes (Albuquerque y Casadevall, 2012; Kovacs y Majoros, 2020; Rodrigues
y Cernakova, 2020) .

Ademas, la transicion de levaduras a hifas depende de muchas vias de sefializacién, como la via
de AMPc mediada por Efgl y la ruta de MAPK mediada por Cphl (Biswas et al., 2007; Sudbery, 2011).
Estas vias de sefializacion activan factores de transcripcion que dan lugar a la expresion de genes
especificos de hifas (Hypha Specific Genes, HSGs) (Figura 9), que desempefian un papel importante en
la formacion de hifas y contribuyen enormemente a la virulencia de C. albicans (Whiteway y Bachewich,
2007).

3.3.1. Rutas de sefializacion implicadas en la transicion levadura-hifa.

La ruta del AMPc-PKA juega un papel clave en el crecimiento, morfogénesis, sintesis de
glucégeno, actividad mitocondrial y metabolismo energético de C. albicans (Cottier y Hall, 2019; Huang
et al., 2019; Lin y Chen, 2018). El AMPc es necesario para la activacion de la via de la PKA (Protein
Kinasa A) en respuesta a diversos estimulos ambientales, que incluyen suero, N-acetilglucosamina
(GIcNACc), aminoéacidos y didxido de carbono. Los niveles intracelulares de AMPc estan regulados por la
fosfodiesterasa (Pde2) y la adenilil ciclasa (Cyrl)(Chen et al., 2020).

La ruta de la MAPK es inducida por factores como el entorno de la matriz de inclusién, el dafio a
la pared celular y concentraciones bajas de nitrdgeno. Varias proteinas de la ruta (Opy2, Shol y Msbh2)
forman un complejo que interactia con Cdc42 y con la PAK Kinasa Cst20, lo que desencadena la
fosforilacién de la MAPK Cekl, que activa la formacién de hifas a través de la fosforilacion de los factores
de transcripcién Cphl y Ace2, este Ultimo implicado en separaciéon celular, morfogénesis de hifas y
formacién de biofilms (van Wijlick et al., 2016). Ademas, bajo estrés osmatico, este complejo recluta a
todos los elementos necesarios para la polarizacion y despolarizacion del citoesqueleto y otras
estructuras relacionadas, como el anillo de septinas (Chen et al., 2020).

La via de Rim101 regula la virulencia y la transicion morfoldgica controlada por pH. El pH acido
inhibe la transicion de células de levaduras a células filamentosas, mientras que valores de pH neutro y
alcalino promueven la formacion de hifas (Davis, 2003). El proceso de activacién de Rim101 requiere de
otras tres proteinas, Rim8, Rim20 y Rim13, ya que la ausencia de cualquiera de ellas puede afectar a la
capacidad de formar hifas y, por tanto, a la virulencia (Davis et al., 2000).

Por otro lado, la regulacién negativa de los genes especificos de hifas durante el crecimiento en
forma de levadura la lleva a cabo, principalmente, el factor de transcripcion Tupl en sinergia con Nrgl o
el factor de regulacion del crecimiento filamentoso Rfgl (Khalaf y Zitomer, 2001). Tupl interacciona con
Nrgl y Rfgl, lo que permite su unién a los promotores de los HSGs, reprimiendo su transcripcion,
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Figura 9. Rutas de transduccion de sefiales que llevan a la expresion de genes especificos de hifas. Las
sefiales ambientales se transmiten a través de mdiltiples vias de sefializacion para activar un panel de factores de
transcripcion. Se cree que la via dependiente de AMPc que activa al factor de transcripcion Efgl tiene un papel
importante. En esta via, la adenilil ciclasa Cyr1 integra multiples sefiales dependientes e independientes de Ras1.
La regulacién negativa se ejerce a través del correpresor transcripcional Tupl, que se asocia a los promotores de
los genes especificos de hifas (HSGs) mediante proteinas de union al ADN como Nrgl y el regulador del crecimiento
filamentoso Rfgl. Las distintas rutas estan indicadas por colores de la siguiente manera: via de la proteina kinasa
activada por mitégenos (MAPK) (verde), via del AMPc (turquesa), factores de transcripcién (naranja), reguladores
negativos (amarillo), via de deteccién integrada en la matriz (azul claro), via de deteccion del pH (marrdn), otros
factores involucrados en la transduccion de sefiales (azul oscuro), GlcNAc, N-acetilglucosamina. Imagen
modificada de Sudbery, 2011.

y las cepas deficientes en Tupl pueden formar hifas de forma eficaz sin necesidad de encontrarse en
condiciones de filamentacién especificas (Chen et al., 2020).

3.3.2. La ciclina de G1 Hgcl promueve el desarrollo hifal en C. albicans.

Ademas de las ciclinas mencionadas anteriormente, C. albicans tiene otra ciclina de G1 especifica
de hifas (Hgcl) que juega un papel esencial en la morfogénesis hifal (Zheng et al., 2004). La expresion
de esta ciclina esté reprimida por Tupl y Nrgl y se regula positivamente por el factor de transcripcion
Umes6, lo que asegura que Hgcl se exprese de forma constitutiva mientras permanezcan las condiciones
inductoras de filamentacion. Hgcl interactda con Cdc28, formando un complejo que se regula mediante

fosforilacién y actia sobre la maquinaria de polaridad celular, sobre el trafico de
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membranas y la separacion celular (Figura 10). El complejo Hgcl-Cdc28 fosforila e inactiva a Rga2,
secuestrandolo de la punta de la hifa para permitir que la GTPasa Cdc42 se localice en el 4pice para
activar el crecimiento polarizado (Zheng et al., 2007). Hgc1-Cdc28, junto con Clb2-Cdc28, fosforila a la
subunidad del polarisoma Spa2, y a las subunidades del exocisto Exo84 y Sec2, localizando a estos dos
complejos en la punta de la hifa (Bishop et al., 2010; Caballero-Lima y Sudbery, 2014; Wang et al., 2016).
Ademas, el complejo Hgcl-Cdc28 fosforila a Efgl, lo que le permite asociarse a Ace2, reprimiendo asi
la expresion de los genes implicados en la separacion celular tras la citoquinesis (Wang et al., 2009). La
septina no esencial Sep7 también se encuentra regulada por el complejo Hgcl- Cdc28 durante el

crecimiento filamentoso (Gonzalez-Novo et al., 2008).
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Figura 10. La morfogénesis en C. albicans esté regulada por ciclinas dependientes del ciclo celular y la
kinasa dependiente de ciclina (CDK). La CDK Cdc28 sirve como regulador maestro que controla la progresion del
ciclo celular en las fases G1/S y G2/M formando complejos con ciclinas especificas. Los niveles de Cdc28 son
relativamente estables a lo largo del ciclo celular y se reducen durante el crecimiento de las hifas. Por el contrario,
los niveles de las ciclinas mitéticas de G1 y B oscilan durante el ciclo celular. Las ciclinas de G1 CIn3 y Ccnl
alcanzan su pico en la fase G1y caen en la fase G2 temprana, mientras que la ciclina mitética de tipo B CIb2 alcanza
su punto méaximo en la fase G2/M temprana y declina en la fase M. Tras la induccién de hifas, Fkh2 es fosforilado
por los complejos CIn3-Cdc28 y Ccn1-Cdc28 de una manera dependiente del ciclo celular para inducir la expresion
de genes especificos de hifas. El complejo Hgcl-Cdc28 es esencial para el mantenimiento del crecimiento de las
hifas. La subunidad del exocisto, Ex084, es fosforilada por el complejo Hgcl-Cdc28 para la regulacion de la
secrecion polarizada. La fosforilacion de la septina Cdc11 (por Ccnl-Cdc28 y Hgcl-Cdc28), de la GAP Rga2 (por
Hgcl-Cdc28) y de la proteina del polarisoma Spa2 (por Hgcl-Cdc28 y Clb2-Cdc28) promueven el crecimiento
polarizado. Rga2 es fosforilado e inactivado por Hgcl-Cdc28, lo que mantiene activa a la GTPasa Cdc42. La
fosforilacion del factor de transcripcion Efgl y de la proteina kinasa Gin4 inhiben la separacion celular. Efgl
fosforilado se une a los promotores de los genes diana de Ace2, inhibiendo su transcripcion. Imagen modificada de
Chow et al., 2021.
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3.3.3. Rho GTPasas.

Las GTPasas de la familia Rho son pequefias proteinas de union a GTP de la superfamilia Ras,
muy extendidas en eucariotas desde levaduras hasta seres humanos, siendo moléculas clave en los
procesos de polaridad (Dautt-Castro et al., 2021; Haga y Ridley, 2016; Mosaddeghzadeh y Ahmadian,
2021; Vicente-Soler et al.,, 2021). En levaduras de gemacién, son responsables de la regulacion
coordinada de la biosintesis de la pared celular y el citoesqueleto de actina, necesarios para mantener
la integridad celular y el crecimiento polarizado (Hall, 2012; Johnson et al., 2011; Miller et al., 2020; Pérez
y Rincén, 2010).

S. cerevisiae tiene seis Rho GTPasas: Cdc42 y de Rhol a Rho5 (Park and Bi 2007). Cdc42 juega
un papel principal en la gemacion regulando la organizacion de la actina, la organizacién de las septinas
y la secrecion polarizada. Rhol y Rho2 participan en la organizacion de la actina y la integridad de la
pared celular, mientras que Rho3 y Rho4 desempefian un papel fundamental en el mantenimiento del
crecimiento de las yemas (Hall, 2012). En C. albicans, durante el mantenimiento del crecimiento
polarizado en levaduras e hifas, las GTPasas de las familias Ras y Rho desempefian funciones
esenciales, de hecho, la GTPasa Cdc42 es la proteina reguladora maestra del crecimiento polarizado
(Chow et al., 2021). La morfogénesis en C. albicans esta regulada por Cdc42 a nivel transcripcional, ya
gue la baja expresion de esta GTPasa conduce a una disminucién de la expresion de los HSGs
(Bassilana et al., 2005). Ademas, la disminucién de los niveles celulares de Cdc42 activo da como
resultado levaduras e hifas més grandes y de forma mas redonda, lo que indica un defecto de crecimiento
polarizado (Bassilana et al., 2005; Ushinsky et al., 2002). Cdc42 cambia entre su estado activo unido a
GTPy el inactivo unido a GDP. El GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) Cdc24 media la activacion
de Cdc42 (Bassilana et al., 2003; Bassilana et al., 2005) mientras que los GAPs Rga2 y Bem3 catalizan
la hidrélisis del GTP e inactivacién de Cdc42. Cdc42y Cdc24, ambos esenciales para la viabilidad celular,
se localizan en la punta de la hifa durante el crecimiento filamentoso (Bassilana et al., 2003; Bassilana
et al., 2005). Otro de los GAPs de Cdc42 es Bem2 (Marquitz et al., 2002), y desempefia una funcion
importante en el mantenimiento de la polaridad celular. En S. cerevisiae, los mutantes bem2A son
inviables a 37°C y las células son grandes, redondas, sin yemas y multinucleadas con una organizacion
de actina defectuosa (Kim et al., 1994). Bem2 interacciona con otra GTPasa de la familia de las Rho
GTPasas, Rho4, de manera dependiente de GTP, y juega un papel negativo en la regulacién de Rho4
in vivo (Gong et al., 2013).

3.3.4. El polarisoma y el exocisto.
El crecimiento polarizado también es impulsado por el polarisoma, un complejo que incluye la

proteina de andamiaje Spa2, la formina Bnil que sirve como nucleador de los cables de actina, la
proteina de union a formina-actina Bud6 y las proteinas Aip5 y Pea2 (Xie y Miao, 2021). Durante el
crecimiento polarizado, las vesiculas secretoras unidas a las membranas post-Golgi se dirigen
continuamente al apice de la hifa (Figura 11), suministrando el material necesario para expandir la
membrana plasmética y sintetizar nueva pared celular (Xie y Miao, 2021). Las vesiculas estan unidas a
los cables de actina por la GTPasa de tipo Rab Sec4, activada por su GEF Sec2 (Caballero-Lima et al.,
2013; Caballero-Lima y Sudbery, 2014), mientras que la miosina Myo2, que forma un complejo con la

cadena ligera reguladora Micl, proporciona la fuerza motriz para el transporte de vesiculas (Jones y
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Sudbery, 2010). Al llegar a la membrana plasmética y antes de la fusién con ésta, el exocisto media la
interaccion entre las v-SNARES de la vesicula y las t-SNARES de la membrana, que finalmente conduce
a la fusion de las membranas y a la liberacion del contenido. El exocisto es un complejo octamérico
formado por las subunidades Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5, Exo70 y Exo84 (Chen et al., 2015;
Jones y Sudbery, 2010; Nishida-Fukuda, 2019; Polgar y Fogelgren, 2018; Zeng et al., 2017), y su union
con las vesiculas estd mediada por Sec4, a través de su interaccion con Secl5. Los componentes del

exocisto permanecen cerca de la superficie celular para anclar las vesiculas que llegan a la membrana.

Aunque el polarisoma y el exocisto se localizan en el épice hifal, el crecimiento polarizado de las
hifas es impulsado por el Spitzenkérper, una estructura rica en vesiculas responsable de la
direccionalidad del crecimiento de las hifas, que esta presente durante todas las etapas del ciclo celular,

incluida la formacion del septo (Riquelme y Sanchez-Leon, 2014). Spa2, Bnil y Bud6 coordinan

Incremento de la concentracion de Ca* y transporte de vesiculas
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Figura 11. Representacion esquematica del crecimiento polarizado en hifas de C. albicans. El crecimiento
polarizado es impulsado por el Spitzenkdrper, un centro de suministro de vesiculas que se mantiene a una distancia
fija de la punta de la hifa. Las vesiculas secretoras post-Golgi se transportan continuamente al sitio de crecimiento
polarizado unidas a la GTPasa Sec4 de tipo Rab y la GEF Sec?2 a través de cables de actina, y la miosina Myo2
asociada a la cadena reguladora Mic1 proporcionan la fuerza motriz necesaria para el transporte. Las vesiculas se
acumulan en el Spitzenkérper antes de acoplarse al exocisto, que consta de las subunidades Sec3, Sec5, Secé,
Sec8, Secl0, Sec15, Exo70 y Ex084, y fusionarse con la membrana plasmética. Spa2, Bnil y Bud6 coordinan las
funciones del Spitzenkdrper y del polarisoma en el &pice de la hifa. La endocitosis y el reciclaje endocitico de
proteinas de polaridad requiere de los parches corticales de actina en la punta de la hifa. Los parches corticales de
actina organizan las proteinas necesarias para la endocitosis, que incluyen las proteinas citoesqueléticas Slal y
Sla2, la proteina reguladora Panl y el complejo Vprl-Wall-Myo5, que activa el complejo Arp2/3. La GTPasa Rsr1,
tras la activacion por su GEF Bud2, localiza a Cdc24 en el sitio apical de la hifa. Imagen modificada de Chow et al.,
2021.
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las funciones del Spitzenkdrper y el polarisoma en la punta de la hifa (Crampin et al., 2005; Jones y
Sudbery, 2010). Durante el crecimiento de las hifas, las vesiculas secretoras post-Golgi viajan hasta el
Spitzenkorper, que actia como un centro de suministro de vesiculas. Las proteinas asociadas a
vesiculas Sec4, Sec2 y Micl se localizan en el Spitzenkdrper durante el crecimiento de las hifas (Bishop
et al., 2010; Jones y Sudbery, 2010) y en él, las vesiculas secretoras se cargan en cables de actina
nucleados por el polarisoma para ser transportadas a la membrana plasmatica, donde se acoplan al
exocisto. Para el crecimiento polarizado de las hifas es necesaria la polarizacion del citoesqueleto de
actina, formado por parches y cables de actina, que dirige el flujo de vesiculas hacia la punta de la hifa
para su expansion. Los cables de actina son esenciales en el crecimiento de las hifas, ya que su
alteracion inhibe la formacion de estas (Chow et al., 2021) .

4. Las kinasas de la familia NDR y el crecimiento polarizado.

La familia de kinasas NDR/LATS (NDR: Nuclear Dbf2-Related; LATS: LArge Tumour Suppressor)
se encuentra altamente conservada desde levaduras hasta humanos. Es un subgrupo de la familia de
kinasas AGC con funciones importantes en morfogénesis y polarizacién celular. Las NDR kinasas estan
presentes en Drosophila melanogaster (Trc y LATS/Warts), Caenorhabditis elegans (SAX-1y LATS), S.
cerevisiae (Dbf2, Dbf20 y Cbk1), Schizosaccharomyces pombe (Sid2 y Orb6), y otros hongos, plantas y
mamiferos (Avruch et al., 2012; Hergovich, 2016; Maerz y Seiler, 2010). En animales, las NDR kinasas
forman parte de la ruta Hippo/MST, que est& implicada en procesos como proliferacion celular, desarrollo

embrionario, diferenciacion neuronal y apoptosis (Parker et al., 2020).

Las NDR/LATS kinasas se unen a coactivadores del tipo Mob altamente conservados, formando
un complejo regulador que controla un conjunto diverso de proteinas efectoras in vivo (Gégl et al., 2015)
(Duhart y Raftery, 2020; Parker et al., 2020). La formacion del complejo con las proteinas reguladoras
Mob es necesario para su actividad y funcién (Hergovich et al., 2006; Weiss et al., 2002). El mddulo
central de la ruta Hippo/MST esta formado por una kinasa similar a Ste20 (Hippo/MST) y la NDR kinasa
LATS/Warts asociada a su proteina reguladora MOB1, que forman un complejo gracias a la proteina
andamio (scaffold) SAV1. Las dianas de esta ruta son los coactivadores transcripcionales YAP y TAZ
(Figura 12) (Hergovich, 2016).

La ruta Hippo/MST supresora de tumores es un regulador critico del crecimiento tisular mediante
el control de procesos celulares como la proliferacién celular, muerte, diferenciacién y linea germinal
(Hergovich, 2016). En levaduras, existen dos rutas de sefializacion medidas por NDR kinasas: la ruta
MEN/SIN (Mitotic Exit Network/Septation Initiation Network), que regula la salida de mitosis y la
citoquinesis, y la ruta RAM/MOR (Regulation of Ace2 and Morphogenesis/MORphogenesis-related NDR
kinase network)), implicada en crecimiento polarizado y separacion celular (Maerz y Seiler, 2010; Saputo
et al., 2012; Simanis, 2015). En S. cerevisiae, la NDR kinasa de la ruta MEN es el par redundante
Dbf2/Dbf20, que se localizan principalmente en los SPBs y en el cuello entre la célula madre e hija
durante la mitosis, mientras que la de la ruta RAM es Cbkl y se localiza en el espacio nuclear y
citoplasmatico y en el cortex, donde facilita el crecimiento axial de la yema (Figura 12) (Hergovich et al.,
2006).
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Figura 12. Papel del complejo kinasa NDR/LATS-Mob en las diferentes rutas de sefializacion. Izquierda: en
metazoos, la ruta Hippo consta de un complejo LATS-Mob1 que es activado por las kinasas MST/Hippo e inhibe el
coactivador transcripcional Yki/YAP. Derecha: la levadura de gemacion tiene dos vias Hippo distintas, la ruta de
salida mitética (MEN), en la que la kinasa Dbf2 o Dbf20 en complejo con Mobl controla la salida de mitosis y la
citoquinesis, y la ruta RAM, en la que la NDR kinasa Cbk1, en complejo con Mob2, controla la separacion celular y
la morfogénesis. Imagen modificada de Gagl et al., 2015.

4.1. Laruta de salida de mitosis MEN (Mitotic Exit Network).

Una de las rutas de kinasas NDR de levaduras controla la salida de mitosis y su coordinacién con
la formacién del septo y la separacion celular, un proceso esencial para la distribucion equitativa de la
informacién genética entre las células hijas (Baro et al., 2017; Simanis, 2015). Los elementos centrales
de la ruta MEN en S. cerevisiae incluyen la GTPasa Teml, su activador Bub2-Bfal, un factor de
intercambio de GTP Ltel, y las kinasas Cdc15 (Ste20-like) y el complejo Dbf2-Mobl que regula la
actividad de la fosfatasa Cdcl4 (Bardin y Amon, 2001). La misién principal de esta fosfatasa es
defosforilar los sustratos que han sido fosforilados durante la mitosis por el complejo ciclinas mitéticas-
Cdc28. En S. cerevisiae, Cdcl4 se mantiene inactivo durante la mayor parte del ciclo celular a través de
su interaccién con Netl, que lo secuestra en el nucléolo, pero cuando se libera impulsa la salida de
mitosis al activar la expresion del inhibidor de Cdk, Sicl. Durante la anafase temprana, se libera una
pequefia cantidad de Cdc14 desde el nucleolo al ndcleo por la ruta FEAR (cdc Fourteen Early Anaphase
Release)(Rock y Amon, 2009). Esta pequefia cantidad de Cdc14 es esencial para la activacion de la ruta
MEN, que a su vez desencadena la liberacion total de Cdc14 del nucleolo y su salida al citoplasma donde
se asocia a los SPBs y al cuello de la yema (Shou et al., 1999; Visintin et al., 1998). La fosfatasa Cdc14
también se encarga de inactivar a la ruta MEN, lo que restringe la actividad de la ruta a una breve ventana
en anafase (Geymonat et al., 2002).

Cdc14 también desempefia un papel en la promocioén de la separacion celular a través de su
interaccion con la cascada de sefializacion RAM que regula las enzimas necesarias para la degradacion
del septo y la separacion celular (Brace et al., 2011).
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4.2. La ruta de sefializacion RAM (Regulation of Ace2 and Morphogenesis).

Otra de las rutas de sefializacién mediada por kinasas NDR y conservada en levaduras es la ruta
de regulacion de Ace2 y de la morfogénesis, conocida como ruta RAM (Saputo et al., 2012), que en S.
pombe se conoce como ruta MOR (Maerz y Seiler, 2010). En S. cerevisiae, esta ruta esta implicada en
la regulacion de la separacion celular de las células madre e hija, la transcripcion de genes especificos
de células hijas, el mantenimiento de la integridad de la pared celular y el crecimiento polarizado
(Kurischko et al., 2011a; Nelson et al., 2003; Saputo et al., 2012; Weiss et al., 2002).

En S. cerevisiae, la ruta RAM consta de la NDR kinasa Cbk1 que regula el factor de transcripcion
Ace2 (Nelson et al., 2003; Saputo et al., 2012). La actividad de la kinasa depende de una red de
cofactores, incluidos Mob2, Kicl, Hym1, Tao3 y Sog2 (Figura 13). Kicl es una kinasa de la familia Ste20
necesaria para la fosforilacion de Cbkl en el extremo C-terminal (sitio HM). Esta fosforilacién no es
necesaria para la actividad o localizacién de Cbkl, pero si para la formacion del complejo Cbk1-Ace2
(Jansen et al., 2006). Ademas de esta fosforilacion, Cbkl se activa mediante la union con la subunidad
reguladora Mob2 y por autofosforilacién en una regién que separa el dominio catalitico de Cbk1 en dos
subdominios (T-loop). Como en otras NDR kinasas, Mob2 es esencial para la activacion y localizacion
de Cbk1 (Nelson et al., 2003). La localizacién de Cbk1 y Mob2 es consistente con su doble funcién en el
control de la morfogénesis celular y de la transcripcion de los genes implicados en la separacion
madre/hija a través de Ace2. Se concentran de manera prominente en el cuello antes de la contraccién
del anillo de actomiosina, y se localizan algo mas débilmente en el cértex celular de la célula hija en
crecimiento (Weiss, 2012). El complejo Cbk1-Mob2 también se acumula en el nacleo de la célula hija a
medida que las células pasan de fase M a G1, de manera dependiente de Ace2, o que sugiere que
ingresan al nicleo como un complejo ternario junto con el factor de transcripcion (Colman-Lerner et al.,
2001; Weiss et al., 2002).

Cbk1 tiene una preferencia por fosforilar sitios muy especificos, o que ha demostrado ser
extremadamente (til para identificar sus dianas in vivo. El analisis de su especificidad muestra que Cbhkl
fosforila a serinas o treoninas presentes en el motivo H-X-(K/R)-(K/R)-X-(S/T), donde X es cualquier
aminoacido (Mazanka et al., 2008). Esta secuencia coincide estrechamente con los sitios fosforilados
por las kinasas LATS (Zhang et al., 2008), lo que indica que este motivo consenso se conserva en las
NDR kinasas.

Kicl es una kinasa similar a Ste20 que funciona como activador del complejo Cbk1-Mob2 (Nelson
et al., 2003). Presenta un dominio catalitico N-terminal muy similar al de Cdc15 y se asocia con la
proteina Hym1, que contiene repeticiones helicoidales (Nelson et al., 2003; Sullivan et al., 1998). Hym1
interacciona con Cbk1 y Kicl y es importante para la actividad catalitica y la localizacion adecuada del
complejo Cbk1-Mob2 (Bidlingmaier et al., 2001). Tao3 (Pagl) pertenece a un grupo de proteinas de
andamiaje de gran tamafio, conservadas evolutivamente, cuya funcién es facilitar la activacién de Cbk1-
Mob2 por Kicl (Hergovich et al., 2006; Nelson et al., 2003). Tao3 interacciona fisicamente tanto con Kicl
como con Cbk1, por tanto, esta proteina puede facilitar la comunicacion entre estos dos modulos (Nelson
et al., 2003; Stark et al., 2006). Al igual que otros componentes de la
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Figura 13. Estructura de sefializacién de la ruta RAM. Las interacciones proteina-proteina (mostradas como
lineas azules gruesas) y la importancia para los niveles de fosforilacién in vivo de sitios individuales (mostradas
como lineas verdes) sugieren como se relacionan los médulos de la red RAM con la fosforregulacion de Cbk1. Kicl
probablemente fosforila directamente el sitio HM C-terminal de Cbk1, y Cbkl autofosforila su propio bucle de
activacioén en cis. Todos los componentes de la ruta RAM son necesarios para la fosforilacion normal del sitio HM,
aligual que Ace2. Se necesita a Tao3, Mob2 e Hym1 para la autofosforilacién del bucle de activacién normal. Imagen
modificada de Weiss, 2012.

ruta RAM, Tao3 se localiza tanto en la membrana de la yema como en el cuello de la célula madre-hija,
pero no se ha detectado en los nucleos. Finalmente, Sog2 es una proteina que contiene repeticiones
ricas en leucina y también es un componente esencial de la ruta RAM en levaduras (Nelson et al., 2003).

4.3. Regulacién de Ace2 durante la degradacion del septo y entrada en G1.

El septo primario de separacién entre la célula madre y la hija se destruye rapidamente minutos
después de su sintesis, mostrando que existe una coordinacion precisa de los procesos de sintesis y
degradacion. Una accion prematura de las enzimas que degradan la quitina y destruyen o remodelan
otros componentes del septo dificultaria su sintesis o podria producir la lisis de las células madre e hija.
Se ha demostrado que la destruccion del septo se regula espacialmente y ocurre desde el lado de la
célula hija, y su control temporal y espacial se logra por la regulacién de la transcripcion y de la traduccion
por la ruta RAM, lo que hace que la destruccion del septo sea un evento que ocurre solo unavez en la

vida de una célula, cuando es una hija recién nacida (Weiss, 2012).

Ace2 regula la expresion de los genes que codifican las proteinas de degradacion del septo,

activando su expresion tras la formacion del septo. Estos genes incluyen la quitinasa CTS1, las
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glucanasas ENG1/DSE4, SCW11y SUN4, y otros genes especificos de la célula hija como DSE1, DSE2
o DSE3 (Baladroén et al., 2002; Bidlingmaier et al., 2001; Colman-Lerner et al., 2001; O'Conallain et al.,
1999). Ademés, Ace2 también alarga la fase G1 de las células hijas al inhibir la expresion de la ciclina
de G1 temprana CLN3, permitiéndolas alcanzar un tamafio adecuado para la gemacion (Di Talia et al.,
2009; Laabs et al., 2003).

La expresion de Ace2 también esté regulada durante el ciclo celular, activandose en la fase M
temprana, junto con otros genes del "grupo CLB2" (Spellman et al., 1998). Una vez sintetizado, la entrada
nuclear de Ace2 es inhibida por la actividad de la CDK mitética que, al fosforilarlo, inactiva su sefial de
localizacién nuclear (NLS) y por lo tanto permanece en el citoplasma hasta la salida de mitosis (Figura
14A) (O'Conallain et al., 1999). EI NLS de Ace2 esta flanqueado por motivos de
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130 140 150
NES SMSTAIFGFLISSLQQSILNM

Figura 14. Localizacién de Ace2 en la transicion M/G1. (A) Ace2 se representa en color verde, y a mayor
intensidad del color, mayor concentracion de Ace2 en las diferentes regiones celulares (y viceversa). En mitosis, la
CDK bloquea la secuencia NLS y Ace2 se distribuye homogéneamente por todo el citoplasma. A la salida de mitosis
se produce la entrada de Ace2 en ambos nucleos por la activacion de la NLS por Cdc14. Durante la citoquinesis,
Ace2 se acumula en el nicleo de la célula hija, mostrando una acumulacion asimétrica de la proteina por la
fosforilacion de la secuencia NES por Cbk1. La inactivacion de Cbk1 induce la salida de Ace2 al citoplasma donde
gueda retenida por la Cdc28/ciclina G1. Imagen modificada de Weiss 2012. (B) Secuencia de la sefial de localizacion
nuclear (NLS) y de exportacion nuclear (NES) de Ace2 de S. cerevisiae. Se indican lisinas que componen la
secuencia multipartita de la NLS y los sitios de fosforilacion por CDK que las rodean. En la parte inferior se indica la
secuencia NES en amarillo con los sitios de fosforilacion por Cbk1 indicados por recuadros.
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fosforilacion de CDK (Figura 14B) y su reemplazo por alanina permite la entrada nuclear de Ace2
(Mazanka et al., 2008; Mazanka y Weiss, 2010; Shia et al., 2008). Cuando se libera del nucleolo, la
fosfatasa Cdc14 elimina las fosforilaciones de CDK en Ace2 (Mazanka y Weiss, 2010; Sbhia et al., 2008)
y la proteina comienza a entrar en los nucleos de las células madre e hija en la telofase temprana. En
este momento del ciclo celular, Ace2 entra en ambos n(cleos, y no hay asimetria. Unos minutos antes
de la contraccion del anillo de actomiosina, Ace2 comienza a acumularse casi exclusivamente en el
nucleo de la célula hija, donde permanece hasta poco después de que se completa la separacion
madre/hija (Bidlingmaier et al., 2001; Brace et al., 2011; Mazanka et al., 2008; Shia et al., 2008; Weiss
et al., 2002). Finalmente, poco después de que se completa la separacién en la fase G1 temprana, Ace2

desaparece del nicleo de las células hijas y se relocaliza en el citoplasma.

La eliminacioén de la fosforilacion por CDK que rodea al sitio NLS de Ace2 permite que entre en
los nucleos, y es necesaria pero no suficiente para su localizacion y para la activacion transcripcional de
genes especificos de la hija, ya que Ace2 también contiene una sefial de exportacion nuclear (NES)
altamente activa, y no se acumula en el ndcleo en cantidad suficiente como para activar la expresion de
sus genes diana (Sbia et al., 2008). Cbk1 regula directamente el transporte nucleocitoplasmatico de Ace2
mediante la fosforilacién e inactivacién del NES, ya que existen dos motivos consenso de Cbkl dentro
de la NES (Figura 14A y B). Cbk1 fosforila estos sitios y permite la acumulacién en el nicleo de la célula
hija (Brace et al., 2011; Mazanka y Weiss, 2010). Las mutaciones que inactivan el NES de Ace2, incluidas
las sustituciones fosfomiméticas, hacen que se localice fuertemente en los nucleos de las células madre
e hija y hacen que la degradacién del septo sea independiente de la ruta RAM (Mazanka et al., 2008;
Racki et al., 2000).

4.4. Control de la traduccion de proteinas por la ruta RAM.

Otro de los procesos que regula Cbk1 y, por extensién la ruta RAM, es la traduccion de proteinas
especificas a través de la proteina de unidon al ARNms Ssdl. Ssdl es una proteina ampliamente
conservada en hongos que carece de actividad catalitica, pero se une a ARNm especificos y reprime su
traduccion. Ssdl es la proteina que presenta mas sitios de fosforilaciéon por Cbkl en C. albicans, S.
cerevisiae y S. pombe, y en todos los hongos estudiados (Kurischko et al., 2011a; Lee et al., 2015). Cbk1l
regula de manera negativa esta funcién a través de la fosforilacion de sitios presentes en la regién N-
terminal de Ssd1 (Jansen et al., 2009; Kurischko et al., 2011a). Ssd1 se asocia con un subconjunto de
ARNmMms involucrados en la biosintesis de la pared celular y el crecimiento celular. Cbk1 fosforila Ssd1,
modificando su distribucion subcelular y permitiendo la traduccion de los complejos Ssd1-ARNms
(Jansen et al., 2009; Kurischko et al., 2011a; Kurischko et al., 2011b). La inhibicién de Cbkl provoca
gue los complejos Ssd1-ARNms se asocien a los cuerpos P (P-bodies) y granulos de estrés, donde se
reprime la traduccién de los ARNms asociados a esta proteina. Se ha demostrado que Ssd1 se asocia
especificamente con un subconjunto de ARNms, incluidos varios que codifican manoproteinas de la
pared celular (Jansen et al., 2009) y algunos de estos ARNms asociados a Ssdl se localizan
asimétricamente en la punta de la yema durante el crecimiento polarizado (Kurischko et al., 2011a). Estos
datos sugieren que los ARNms asociados a Ssd1 estan constitutivamente reprimidos en mutantes de la
via RAM de S. cerevisiae, lo que conduce a la muerte celular. Ssd1 también se asocia con ARNms

gque codifican algunas de las proteinas

23



Introduccién

especificas de la célula hija, como Ctsl, Dse2 y la mayoria de las glucanasas de la familia SUN (Hogan
et al., 2008; Jansen et al., 2009), por lo que también controla su traduccion durante el proceso de

separacion celular.

4.5. Control del crecimiento polarizado y la morfogénesis por la ruta RAM.

Como indica su nombre, la ruta RAM juega un papel en la morfogénesis y el crecimiento polarizado
en levaduras (Saputo et al., 2012; Weiss, 2012). En S. cerevisiae, todos los componentes de la ruta
RAM se localizan en sitios de crecimiento polarizado, como la punta de la yema o el septo y los mutantes
carentes de cualquiera de los componentes de esta ruta presentan células redondas que no se separan.
Ademas, los mutantes tienen defectos en la formacion de las proyecciones de conjugacion (shmoos) y
una menor eficiencia de conjugacion. Sin embargo, estos defectos no parecen ser el resultado de
cambios drasticos en el citoesqueleto de actina durante el crecimiento polarizado (Weiss et al., 2002).

Varias lineas de evidencia muestran que la ruta RAM esta implicada en la regulacion de la
secrecion y en la funcion de Golgi durante el crecimiento polarizado. Por ejemplo, Cbk1 se une y fosforila
a Sec2, el factor de intercambio de GTP de Sec4, una GTPasa de tipo Rab que regula la exocitosis
(Kurischko et al., 2008). Ademas, los mutantes cbkl1A tienen defectos en la glicosilacion de proteinas y
son hipersensibles a la higromicina B, un fenotipo caracteristico de las células con defectos de
glicosilacion. Ademas, la inhibicion de Cbk1 altera la localizacion de las manosiltransferasas del Aparato

de Golgi.

Esta ruta de sefializacién también controla la integridad de la pared celular por dos mecanismos.
El primero es a través de la traduccion de ARNms de proteinas de la pared celular a través de Ssdl,
como se ha comentado anteriormente, y la otra es a través de la ruta de integridad de la pared celular
(CWI, Cell Wall Integrity) de MAPKs (Kuravi et al., 2011). La ruta CWI es una cascada de MAP kinasas
gue regula la biosintesis de la pared celular y la respuesta a dafios en la pared celular (Jiménez- Gutiérrez
et al., 2020; Levin, 2011). Durante el estrés térmico o el estrés de la pared celular, Cbk1 es critico para
la activacion de Slt2, la MAP kinasa terminal de la via CWI (Kuravi et al., 2011). Aunque no se comprende
el mecanismo de la regulacion de la ruta CWI por Cbkl, parece funcionar a través de Bck2, un

componente de la ruta con sitios de fosforilacion por Cbk1.

4.6. La ruta RAM en C. albicans.

C. albicans contiene ortélogos de todos los componentes de la ruta RAM descritos en
S. cerevisiae. Cbkl fue clonado por primera vez en 2002 (McNemar y Fonzi, 2002). Al igual que en
S. cerevisiae, la delecion de Cbk1 afecta a la separacion celular, lo que da lugar a grupos de células que
no se separan como resultado de la expresion reducida de los genes de separacion celular (CHT2 y
CHT3), lo que sugiere que Cbkl también regula la actividad de Ace2 en este organismo. Los mutantes
cbk1AA no son capaces de formar hifas en una variedad de condiciones inductoras de la filamentacién
(McNemary Fonzi, 2002; Song et al., 2008), lo que indica que la ruta RAM es esencial para el crecimiento
polarizado de C. albicans. El heterocigoto también muestra hifas radiales disminuidas en medio sélido.
Estos datos indican que las funciones generales de la ruta RAM estan conservadas entre S. cerevisiae

y C. albicans. Con respecto a la morfogénesis y la separacion celular,
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las cepas mob2AA, kiclAA, paglAA, hymlAA y sog2AA muestran fenotipos similares a los del
mutante cbk1AA. Ademas, la expresion de genes de separacion celular regulados por Ace2, asi como
de un conjunto de genes especificos de hifas, estd disminuida en células mob2AA (Song et al., 2008).

Se han caracterizado numerosas funciones de la ruta RAM y Ace2 en C. albicans. Ademas de su
papel en el crecimiento polarizado y la separacion celular (Kelly et al., 2004; McNemar y Fonzi, 2002), la
ruta RAM y Ace2 afectan a la formacion de hifas (Mulhern et al., 2006), a la formacién de las proyecciones
sexuales (Liang et al., 2020), a la respuesta a hipoxia (Mulhern et al., 2006) (Desai et al., 2015), a la
formacion de biofilms (Blankenship et al., 2010; Finkel et al., 2012), ala adherencia a superficies abitticas
(Finkel et al., 2012), a la susceptibilidad a farmacos antifingicos (Song et al., 2008), a la estructura de la
pared celular, incluido el enmascaramiento de $-glucanos (Ballou et al., 2016; van Wijlick et al., 2016) y
a la regulacién de genes metabdlicos (Mulhern et al., 2006). Ademas, mediante andlisis de
haploinsuficiencia se ha comprobado la existencia de una amplia red de interacciones entre Cbk1 y una
variedad de genes funcionalmente distintos, incluidos los genes necesarios para la tolerancia al estrés
oxidativo y la utilizacion de nitrégeno (Saputo et al., 2016). Por tanto, la via RAM regula directa o

indirectamente un abanico de funciones importantes para la biologia y patobiologia de C. albicans.

El ortélogo de Ace2 en C. albicans también esta conservado, y aunque la homologia es baja (24%
de identidad), las regiones que contienen los dedos de zinc estan muy conservadas (Kelly et al., 2004).
De acuerdo con su papel como factor de transcripcion especifico de células hijas, se ha demostrado que
Ace?2 se localiza en el ndcleo de las yemas de levaduras y de células flamentosas (Bharucha et al., 2011;
Calderén-Norefa et al., 2015; Kelly et al., 2004; Wang et al., 2009). Aunque la delecion de ACE2 no
afecta el crecimiento vegetativo, las cepas muestran defectos de separacion celular y niveles reducidos

de expresién de la quitinasa.

Se ha descrito la existencia de dos isoformas de Ace2 que se diferencian por una regién de 54 aa
en el extremo N-terminal. La forma mas corta funciona como factor de transcripciéon mientras que la larga
se asocia a la membrana plasmatica y es necesaria para inhibir la separacién celular de las hifas
(Calderdon-Norefia et al., 2015). Ace2 contiene 3 posibles sitios de fosforilaciéon por Cbkl, dos de los
cuales se localizan al lado de la NES como en S. cerevisiae, y el tercero esta en la extension N- terminal
presente Unicamente en la forma asociada a la membrana (Calderén-Norefa et al., 2015). Un analisis
fosfoprotedmico a gran escala durante la filamentacién mostré que dos de estos tres sitios contienen
fosfatos en esas condiciones (S136 y S151)(Willger et al., 2015), y mas recientemente se ha comprobado
gue Ace2 es un sustrato de Cbkl en C. albicans (Wakade et al., 2020). La mutacién de los sitios de
fosforilacién de Cbk1l a alanina (mutantes ace2-2A y ace2-3A) produce un aumento en la formacion de
grumos de células, aunque no son tan grandes como los del mutante nulo y también afectan a la
localizacién especifica de Ace2 en el nicleo de la célula hija (Wakade et al., 2020).

Mediante el estudio del perfil transcripcional de mutantes cbk1AA y ace2AA se ha comprobado
gue, aunque tanto Cbk1 como Ace?2 afectan la expresiéon de un gran nimero de genes, el eje Cbk1- Ace2
regula directamente un subconjunto especifico de estas funciones. Durante el crecimiento como

levaduras, el 10% de los genes se regula de forma similar en ambos mutantes. La expresion de los
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genes implicados en la degradacion del septo (CHT3 y SCW11) depende de ambas proteinas y también
de los sitios de fosforilacion en Ace2. El reducido nimero de genes co-regulados por ambas proteinas
indica que es probable que Cbkl tenga otros efectores transcripcionales adicionales y que Ace2
probablemente interaccione con otras proteinas reguladoras (Wakade et al., 2020). Diferentes estudios
transcripcionales indican que la expresion de numerosos genes esta afectada durante el desarrollo hifal
en el mutante ace2AA, a pesar de que es prescindible para la formacion de hifas (Mulhern et al., 2006;
Wakade et al., 2020). Sorprendentemente, un conjunto significativo de genes esta regulado
positivamente en ausencia de Ace2, lo que sugiere que directa o indirectamente funciona como un
represor de la expresion génica durante el desarrollo hifas y en determinadas condiciones, como
crecimiento en medio Spider, el mutante ace2AA presenta una formacion temprana de yemas laterales
en las hifas, activando la transicion de hifa a levadura (Wakade y Krysan, 2021; Wakade et al., 2020),
un proceso cuyo mecanismo es poco conocido. Durante la filamentacion, las células madre y los
compartimentos subapicales de las hifas se paran en la fase G1 del ciclo celular (Mazanka y Weiss,
2010; Sudbery, 2011) y se ha propuesto que Ace2 fosforilado por Cbkl desempefiaria un papel en la
parada en G1 inhibiendo la transicion a Start, tanto en las células madre como en los compartimentos
subapicales (Wakade y Krysan, 2021; Wakade et al., 2020).

Una de las caracteristicas distintivas de la ruta RAM en C. albicans es que podria regular multiples
factores de transcripcién, ya que mas de 30 contienen una 0 mas posibles dianas de Cbkl. Hasta la
fecha, ademas de Ace2, se ha confirmado genética o bioquimicamente que esta ruta regula otros dos
factores de transcripcion, Berl y Fkh2. Berl es una proteina con dedos de zinc de tipo C2H2 que regula
la expresién de genes que codifican adhesinas y proteinas de la superficie celular necesarias para la
formacién de biofilms (Finkel et al., 2012; Nobile y Mitchell, 2005). Se ha demostrado que Bcrl es una
fosfoproteina que interactua fisicamente con Cbkl y es fosforilado por esta kinasa (Gutiérrez-Escribano
et al., 2012). La mutacion de los dos sitios de fosforilacién por Cbk1 a alanina altera la funcién de Bcrl
durante este proceso, mientras que el cambio a acido glutdmico rescata parcialmente los defectos de
formacién de biofilms del mutante cbk1AA, lo que indica que la kinasa Cbk1 también regula el desarrollo
de esta estructura a través del control de Bcerl. Por su parte, Fkh2 es un factor de transcripcion de tipo
Fork-head necesario para la expresion de los genes especificos de hifas (Song et al., 2008) que esta
fosforilado tanto en hifas como en levaduras. Greig y colaboradores (2015) demostraron que la

fosforilacién de Fkh2 por Cbk1 es importante para la morfogénesis de las hifas.

Ademas de la regulacién de la expresién génica, la ruta RAM también desempefia un papel
esencial en la induccién de la filamentacién, ya que como se ha comentado anteriormente, los mutantes
en cualquiera de los componentes de esta ruta son incapaces de formar hifas (Song et al., 2008). El
mecanismo molecular de esta incapacidad de generar hifas es parcialmente conocido y depende de la
proteina de unién a ARNm Ssd1. La expresion de los HSGs esta regulada negativamente por el complejo
formado por el correpresor transcripcional Tupl en asociacién con el represor transcripcional Nrgl
(Braun et al., 2001; Murad et al.,, 2001). Las células que carecen de cualquiera de ellos crecen
constitutivamente como pseudohifas largas y la expresién de los HSGs se desreprime. Tras la induccion

de la filamentacion, Nrgl se disocia de los promotores y se degrada
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rapidamente, coincidiendo con la formacion del tubo germinativo, aunque vuelve a recuperarse
posteriormente (Lu et al., 2011). Una de las razones por las que el mutante cbkl1AA es incapaz de
filamentar es porque es necesario para la degradacion de Nrgl a través de la proteina Ssdl. Se ha
demostrado que la delecién de SSD1 suprime parcialmente el defecto en el inicio del desarrollo hifal del
mutante cbk1AA (Lee et al., 2015). Ssdl tiene nueve sitios consenso de fosforilacion por Cbkl, y se
conoce que el alelo fosfodeficiente (ssd1-9A) produce hifas mas cortas que la cepa silvestre mientras
que el alelo fosfomimético (ssd1-9E) suprime parcialmente el defecto en la formacion de hifas del
mutante cbk1AA, lo que indica que la fosforilacién de Ssd1 por Cbkl es importante para la morfogénesis
de las hifas (Lee et al.,, 2015). Ademas, Nrgl no se degrada en el mutante cbklAA, pero esta
completamente ausente en el mutante doble cbk1AA ssd1AA, lo que sugiere que uno de los ARNms

unido a Ssdl es necesario para la degradacion de Nrgl.

Basandose en todos los trabajos descritos anteriormente, Wakade y colaboradores (2020) han
propuesto un modelo que resume la funcion del eje Cbk1-Ace2 durante la morfogénesis de las hifas en
condiciones de induccion de medio liquido (Figura 15). Cuando se detecta la sefial que induce la
formacion de hifas, la kinasa Cdc28 se activa y fosforila a Mob2 en cuatro sitios (Gutiérrez-Escribano et
al., 2011). Esta fosforilacion es esencial para la funcion del complejo Cbk1l-Mob2 durante la
filamentacion, ya que mutaciones a alanina alteran significativamente el desarrollo de las hifas, que son
cortas con puntas abombadas, y activan prematuramente la separacién celular. Una vez activado, el
complejo Cbk1-Mob2 fosforila a Ssdl, lo que permite la degradacion del represor de la morfogénesis
hifal Nrgl. Una vez que Nrgl se separa de los promotores de los HSGs, se activa la morfogénesis de
las hifas a través de varias vias. Una de ellas es el factor de transcripcién Brgl, cuya expresion esta
reprimida por Nrgl (Cleary et al., 2012; Lu et al., 2011). Brgl activa directamente la expresion de ACE2
y su expresién alcanza su punto maximo durante la fase de mantenimiento (Saputo et al., 2014). El factor

Snf5 también es necesario para la expresion de ACE2, y para la supresion de las yemas

Senal induccion
hifas Efecto
i q 7 morfologico

s Interaccion positiva

sl Interaccion negativa
O Protein kinasa
D Factor de transcripcion

Figura 15. Modelo de la funcién de Cbk1l y Ace2 durante la morfogénesis de las hifas. Ver detalles en el texto.
Imagen modificada de Wakade et al., 2020.
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Figura 16. Funciones de Cbk1-Mob2 durante el crecimiento hifal. Cbkl regula el inicio de la filamentacién a
través de la proteina Ssd1 y la elongacién después de la sintesis del septo de forma independiente de Ssdl. Las
imagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC) de la izquierda muestran el fenotipo de las cepas
indicadas tras dos horas de induccion hifal. Las imagenes de la derecha muestran la tincién con calcofltor de la
cepa cbkl-astras 3 o 7 horas de tratamiento con DMSO o con el analogo 1NM-PP1. Im4genes modificadas de Rojo-
Dominguez, 2018.

laterales, lo que indica que desempefia un papel en el mantenimiento de los niveles adecuados de ACE2
durante la morfogénesis (Finkel et al., 2012; Wakade y Krysan, 2021; Wakade et al., 2020). Finalmente,
Ace2 fosforilado por Cbk1 funciona, al menos en parte, para suprimir la gemacion lateral, probablemente
retrasando la transicion de G1 a Start en los compartimentos de las células subapicales.

Para estudiar la funcién de la kinasa Cbkl, el grupo del Dr. Jaime Correa (Universidad de
Extremadura) construyd cepas que contienen dos alelos mutantes diferentes. Una de ellas es el mutante
cbk1l-KD/cbk1lA (Kinase-Dead), alelo de CBK1 que genera una proteina cataliticamente inactiva
construida por sustitucién del &cido aspartico del sitio catalitico por prolina (D548P). Dado que la
eliminacion del gen SSD1 suprime el defecto de filamentacion del mutante cbk1AA (Lee et al., 2015), el
mutante cbk1-KD/cbk1A se construy6 en el fondo genético ssd1AA. La pérdida del gen SSD1 restaura la
capacidad del mutante cbk1-KD/cbk1A de polarizar el crecimiento en respuesta a suero, aunque las hifas
generadas son mas cortas que las de la cepa silvestre y la célula apical de la hifa se ensancha una vez
sintetizado el primer septo (Rojo-Dominguez, 2018). Sin embargo, la morfologia del tubo germinativo
(desde el cuerpo basal hasta el primer septo) del doble mutante es igual que el control silvestre, lo que

indica que Cbkl posee una doble funcion en el desarrollo hifal, siendo
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necesaria para la formacion del tubo germinativo en un proceso que depende de la inactivacion de Ssd1,
y también para el crecimiento polarizado de la célula apical una vez formado el primer septo durante la
fase de elongacion, proceso independiente de Ssdl (Figura 16). La funcién de Cbkl durante la
elongacion de la filamentacion se analiz6 con méas detalle generando el mutante cbkl-as/cbkl1A
(Analogue-Sensitive) que contiene la mutacion M412A que hace que la kinasa Cbkl sea sensible al
analogo de ATP 1NM-PP1. La inhibicion de la actividad catalitica de Cbk1 da lugar a hifas con un fenotipo
similar al del mutante cbk1-KD/cbk1lA ssd1AA, ya que los compartimentos apicales de las hifas se
ensanchan tras la formacion del septo (Figura 16). Adicionalmente, a tiempos mas largos se produce
una activacion de la gemacion lateral de las hifas, lo que sugiere que Cbk1 no solo es necesario para un
crecimiento apical robusto, sino también para mantener el blogqueo del ciclo celular en los
compartimientos subapicales. Por tanto, Cbkl presenta dos funciones en el desarrollo de la hifa: una
funcién en las etapas iniciales de la filamentacion dependiente de SSD1 necesaria para la germinacion
y otra tras la sintesis del septo que es independiente de SSD1 (Rojo-Dominguez, 2018), posiblemente
regulando otros procesos necesarios para el crecimiento polarizado, tales como la exocitosis o la
endocitosis, ya que el crecimiento polarizado es un balance entre ambos procesos en un punto concreto

del cortex celular.
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Objetivos

Las NDR kinasas son una familia de proteinas implicadas en morfogénesis y polarizacion celular,
siendo Cbk1 una NDR kinasa clave en la regulaciéon de ambos procesos en C. albicans. En esta memoria
se aborda el estudio de la funcién de nuevos sustratos de Cbkl implicados en el desarrollo hifal, que

podrian resultar importantes para la patogenicidad de C. albicans. Se plantean tres objetivos:

1. Caracterizacion de la funcién de Cbk1 durante el crecimiento polarizado mediante el estudio de
la localizacién de proteinas clave en el mutante condicional cbkl-as.

2. Estudio de la funcion de la GTPasa Rho4 y su regulacién mediante fosforilacion en los sitios
consenso de NDR kinasas.

3. Andlisis de la regulacion de la subunidad Exo84 del exocisto durante el crecimiento polarizado

y su relaciéon con Cbk1.
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Capitulo 1. Andlisis bioinformatico del proteoma de C. albicans.

Como se ha comentado en la Introduccién, en la regulacion del crecimiento polarizado, la ruta
RAM desempefia un papel esencial y tanto el efector final de esta ruta, la kinasa Cbk1, como su proteina
reguladora Mob2 se localizan en las zonas de crecimiento de la célula. Cbk1 se necesita para polarizar
el crecimiento en respuesta a suero, ya que las células cbklAA son incapaces de formar tubos
germinativos (Song et al., 2008). En las etapas iniciales de la formacion de la hifa, cuanto la funcién de
Cbk1 depende de Ssdl, las hifas cbk1AA ssd1AA son mas cortas y anchas que las de la cepa silvestre
tras generar el primer septo (Rojo-Dominguez, 2018), lo que indica que en las etapas posteriores del
desarrollo hifal Cbk1 tiene una funcién independiente de Ssdl, posiblemente regulando otros procesos
necesarios para el crecimiento polarizado. Para identificar los posibles sustratos de Cbk1 relacionados
con el crecimiento polarizado en el
desarrollo hifal, se realiz6 una busqueda informatica oog

del proteoma de C. albicans para identificar todas las
1158

proteinas de este organismo que contenian al menos
un sitio consenso de fosforilacién de las NDR kinasas,
gue se ajusta al consenso H-X-(K/R)-X-X- (S/T) o H-X-
X-(K/R)-X-(S/T) (Mazanka et al., 2008). Esta busqueda

se realizé usando la herramienta ScanProsite (Hulo et

N° Proteinas

8

al., 2006), y permitié identificar 1493 proteinas que

contenian entre 1 y 10 repeticiones del consenso
(Figura 17).

Sitios

En la Figura 18A se muestran las proteinas que
contienen 4 o mas sitios posibles de fosforilacion por
esta NDR kinasa. La proteina que contiene mas dianas
(10) es uno de los sustratos caracterizados de esta

kinasa, la proteina de unién a ARNms Ssd1, que regula

Figura 17. Proteinas con sitios consenso de

fosforilacién por la NDR kinasa Cbkl.
Representacion gréfica de la frecuencia de proteinas
del proteoma de C. albicans que contienen uno o
més posibles sitios de fosforilacion por Cbkl,
obtenida mediante blsqueda con el programa
ScanProsite. Los ndmeros indican el numero de
proteinas de cada grupo.

la traduccion de un grupo especifico de

mensajeros y esta regulada por Cbkl (Lee et al., 2015). Hay también otras proteinas en las que se ha
demostrado que su regulacion depende de Cbkl como Rga2 (4 sitios) (Zheng et al., 2007) o Spa2 (5
sitios) (Gutiérrez-Escribano et al., 2011), factores de transcripcion como Casb, implicado en la respuesta
al estrés de la pared celular y que al mismo tiempo suprime la morfogénesis de las hifas durante el
crecimiento levaduriforme (Kim et al., 2021; Xie et al., 2017) o Msn4. Otro grupo relevante de proteinas
gue contienen numerosos sitios de fosforilacion son las implicadas en la polaridad, como Bud3, Boi2 o
Intl, y reguladores positivos (GEFs) y negativos (GAPs) de las GTPasas, como Lrgl, Rom2 o el
mencionado Rga2 (Xie et al., 2016; Zheng et al., 2007). Todo esto da una idea de la gran variedad de

posibles sustratos y procesos dependientes del complejo Cbk1-Mob2.
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GEN Sitios Descripdon
ssp1 10 Proteina de unién a ARNm que regula la traduccidn de genes implicados en la sintesis de la pared celular y
morfogénesis

orf19.1240 7 Ortologo de S. cerevisioe YPR117W

TAO3 6 Proteina de la ruta RAM

MIH1 6 Posible protein fosfatasa de la familia PTP (especifica de tirosinas), similar a S. cerevisioe Mih1

orf19.5204 6 Ortologo de S, cerevisioe BOP3

BOI2 5 Proteina con dominios SH3; implicada en polaridad celular

ZD51 5 Proteina no esencial similar a S, cerevisioe Zds1

orf19.4043 5 Proteina con un dominio pleckstrin homology

CASS 5 Factor de transcripcion con dedos de zinc; respuesta al dafio en la pared celular

orf19.4715 5 Ortdlogo de S, cerevisioe NUMI (unién a tubulina, papel en la herencia mitocondrial y organizacién del

citoesgueleto de microtibulos)

5PA2 5 Componente del polarisoma. Implicado en polaridad celular y formacion del Spitzenkdrper

TRA1 4  Subunidad de la histona acetil-transferasa NuAd

orf19.2051 4 Ortologo de S. cerevisioe RPN4 (Factor de transcripcion que estimula Ia expresion de genes del proteasoma)

orfl9.2372 4 Proteina Pol del retrotransposon Tca

orf19.3041 4 Ortdlogo de S. cerevisioe ARTS (Regula la endoditosis)

PIKA 4 Fosfatidil inositol kinasa

orfl19.3302 4 Subunidad reguladora de la protein fosfatasa de tipo 1 (PP1); Similar a ScGAC1

INT1 4 Integrina con papel en morfogénesis, similar a 5. cerevisiae Budd

BNI4 4 Proteina necesaria para la sintesks de quitina; similar a S, cerevisie Bnid

RGA2 4  GTPase-activating protein (GAP) de la GTPasa Cdcd2

MSN4 4 Factor de transcripcion con dedos de zinc

COR4 4  Transportador de la familia ATP-binding cassette (ABC)

orf19.6277 4 Dominio de unién a fosfatidil inositol,

PRP8 4 Proteina similar a S, cerevisioe Prp8

RIM15 4 Protein kinasa con papel en la respuesta a estrés

BUD3 4 Papel en la seleccidn del punto de gemacion y localizacion del anillo de actomiosina

LRG1 4  GTPase-activating protein (GAP) que regula negativamente a Cdcd2 y Rasl

ROM2 4  Factor de intercambio de GDP/GTP (GEF)

GO Molecular Function N Esp, Enrig.  P-value Genes

Kinase activity (G0:0016301) 28 881 3.8 20607 g N PR AL FRERL KL, SAKCL, P2 RIMLS, PL,
ACE2, ADR1, BCR1, CAS5, CRZ1, CRZ2, CSR1, CTA7, FHL1, GAT1,

Transcription regulator activity 31 13.32 233 3.09605 LYS144,MBP1, MIG1, MIG2, MSN4, NRG1,PZF1,RFX2, RIM101,

(60:0140110) SPT6, SRBS, STP3, TAF145, WOR4, Z(F13, ZCF18, ZCF20,ZCF30,
Z2CF35

LTMM:M """&'&"m"ﬁ.‘.’." 3 G0 AT (RIEGE o L NUARDY, SCRE, EA%, OREL CRZS, CIRY, GAY, MIGY,

{GO:0000976) MIG2, MSN4, NRG1, PZF1, RPO41, STP3, TFC4, WORS, 2CF20
ACE2, ADR1, BCR1, CASS, CRZ1, CRZ2, CSR1, FHL], GATI1, LY5144,

m’;:;mg‘: m';;""‘“ 22 B34 264 770605 MIGI, MIG2, MSN4, NRG1, POL1, PZF1, RPO41, STP3, TFCA,
WOR4, 2CF20

GO Biological Process N Esp. Enrig.  Pwvalue Geones

2 ACE2, CDC14, COC15, COCSS5, CSC25, HGC1, IPL1, LTEL, MIH1,

:‘ggﬂ:‘;‘;‘;,";,“" e 31 12.04 2.58 5.286-06 MPHI, MPTS, MRE1L, PCL, PCL2, RIM101, RIM1S, ROM2,
SDS22, SET3, S5D1, SWEL, TELL, TOPZ, ZDS1

Carbon catabolite regulation of

iption (GO:0045990) 9 1.8 5 209600 ADRI1, BCRI, MIG1, MIG2, NRG1, SPT6, SRBY, 2CF20

ADR1, BCR1, BNI4, CAS4, CDC14, CRZ1, CSR1, ECM25, FABI,

Cellular response to extracellular 37 13.79 2.68 1.64£-07 FGR13, GAT1, GIRZ, IPL1, KIC1, KRES, MIG1, MIG2, MSN4, NRG1,

stimulus (GO:0031668) PLD1, RIM101, RIM15, RNR1, SET3, SHES3, SPT6, SRBS, SYG1,
UBR1, 2CF20

Positive regulation of catabolic 13 3.08 422 3.956-05 ADR1, ATG11, CDC14, COCS5, GAT1, MPTS, PCL1, PET127, PIKA,

process (GO:0009896) RIM15, RSPS, STP3, TOM1

Establishment or maintenance of BCK1, BEM1, CAS4, CRL1, CRZ1, DYN1, INT1, KIC1, MSB1, ROM2,

cell polarity (GO:0007163) 6. 3327313  INE00 oz 205t

GO Cellular component N Esp. Enrg. Poalue Genes
BEM1, BNIS, CAALFM_C406130WA, CAS4, COC15, CDCSS, CHS4,

Cellular bud (GO:0005933) 13 256 5.08 7.12E-06 CRL1, EXO84, INT1, KIC1, LTE1, PCL2, RGA2, ROM2, RSPS, SHES3,
SPA2, $501, SWE1L, 2051
BEM1, BNI4, CDC15, CDC55, CHS4, CRL1, EXOB4, INT1, PCL2,

Cellular bud neck (GO:0005935) 17 493 345 2.69E-05 RGAZ, SPA2, SSD1, SWE1, 2051
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Para clasificar estas proteinas en categorias funcionales, se seleccionaron las 335 proteinas que
poseian 2 o mas sitios de fosforilacién por Cbkl para su analisis con la herramienta Gene Ontology
(GO)(Ashburner et al., 2000). Se analizaron las tres clasificaciones en las que se divide la Ontologia,
Molecular Function (MF), Biological Process (BP) y Cellular Component (CC) (Figura 18B). Los
resultados obtenidos al utilizar la clasificacion por su funcién molecular (Molecular Function) mostro la
existencia de dos términos que estaban significativamente enriquecidos frente al valor esperado. Estos
términos eran Kinase activity (G0O:0016301), con un enriquecimiento de 3,18 veces (28 genes en la
muestra frente a los 8,81 esperados) y Transcription regulator activity (GO:0140110) y sus términos hijos
Transcription regulatory region sequence-specific DNA binding (GO:0000976) y Sequence- specific
double-stranded DNA binding (GO:1990837), que estaban enriquecidos entre 2,33y 3,21 veces. El grupo
de proteinas con actividad kinasa incluye algunas conocidas como Swel (que controla el crecimiento
polarizado y morfogénesis), la kinasa de la ruta MEN, Cdc15, el ortdlogo de la kinasa Bck1 de la ruta de
integridad celular, la kinasa Akl1 que regula endocitosis, la fosfatidil inositol 4-kinasa PikA o la kinasa de
la ruta RAM Kicl. Por su parte, entre los factores de transcripcion que contienen posibles sitios de
fosforilacion por Cbkl se encuentran algunos que ya se conoce que estan regulados por esta kinasa,
como Ace2 (Wakade et al., 2020), Crz1 (Bharucha et al., 2011) o Berl (Gutiérrez- Escribano et al., 2012).
Otros factores de transcripcién posiblemente regulados por Cbkl son Cas5 (implicado en la regulacién
de la pared celular), Gatl (necesario para la utilizacién de fuentes de nitr6geno), Mbpl (componente del
complejo MBF que regula la progresion G1/S), Rim101 (el factor de transcripcion de la respuesta a pH
alcalino), Srb9 (subunidad del complejo mediador de la ARN polimersasa Il) o Wor4, implicado en la

transicion White-Opaque.

En la categoria Biological Process, los términos mas representados fueron Regulation of cell cycle
(G0:0051726), Carbon catabolite regulation of transcription (G0:0045990), Cellular response to
extracellular stimulus (G0O:0031668) y Establishment or maintenance of cell polarity (GO:0007163)
(Figura 18B). Finalmente, en cuanto a Cellular Component, los Unicos términos significativamente
enriquecidos fueron Cellular bud (GO:0005933) y Cellular bud neck (GO:0005935), que incluye proteinas
gue se localizan en la yema o en el cuello, y tienen un papel importante en el crecimiento polarizado.
Este es el caso del factor de intercambio de GDP/GTP Rom2, la GAP de Cdc42 Rga2, las proteinas
Cas4 (Tao3) y Kicl de la ruta RAM, las proteinas Csh4 y Bni4 que regulan la sintesis de quitina, el
componente del polarisoma Spa2, la subunidad del exocisto Exo84 o la GTPAsa Crll (Rho4) (Figura
18B).

Uno de los objetivos del presente trabajo es el estudio de la funcion de Cbk1 en las etapas tardias
del desarrollo hifal, en la fase independiente de Ssdl. Para tratar de identificar los mecanismos de
regulacién del crecimiento polarizado por esta kinasa, se seleccionaron posibles sustratos que estan

relacionados con morfogénesis y crecimiento polarizado. Los dos candidatos seleccionados

Figura 18. Posibles sustratos de la kinasa Cbk1 en C. albicans. (A). Lista de las proteinas que contienen 4 o
mas sitios posibles de fosforilacion. (B). Clasificacion de las proteinas segun categorias funcionales. Tabla obtenida
a través de la herramienta Gene Ontology (GO) de las proteinas con dos 0 mas sitios consenso de fosforilacion por
Cbkl. Se muestra la distribucién de las proteinas segun las clasificaciones Molecular Function, Biological Process
y Cellular Component. N: nimero de genes de una determinada categoria. Esp: valor esperado. Enriq:
Enriquecimiento.
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fueron la GTPasa Crl1/Rho4 (3 sitios de fosforilacion) y el componente del exocisto Exo84 (3 sitios de

fosforilaciéon), ambos presumiblemente implicados en el proceso de secrecion y exocitosis.

Crl1/Rho4 es una proteina de 346 aa que contiene una repeticion del motivo Small GTPase Rho
(IPR0O03578) tipico de la subfamilia de GTPasas similares a Ras (Ras-like small GTPases) entre las
posiciones 69 y 235. Los tres posibles sitios de fosforilacion por Cbk1 se sitGan en una region localizada
cerca del extremo C-terminal (entre las posiciones 261 y 294) que carece de estructura secundaria
definida (Figura 19). Estas regiones desordenadas son regiones altamente variables que dan flexibilidad
a las proteinas y se ha propuesto que pueden actuar como dominios reguladores. De hecho, se ha
comprobado que los sitios de fosforilacion en las proteinas suelen agruparse en grupos, lo que permite
utilizar algoritmos para identificar posibles dianas de kinasas (Moses et al., 2007). Un andlisis de
fosforilacion a escala genémica ha demostrado que mas del 90% de los sitios de fosforilacion
dependientes de CDK en S. cerevisiae se localizan en bucles y regiones desordenadas (Holt et al., 2009),
y en C. albicans también hay una tendencia similar cuando se analizan los sitios de fosforilacion de CDK
(Vazquez de Aldana y Correa-Bordes, 2012). En Crl1/Rho4, los tres sitios posibles de fosforilacion por
Cbk1 se localizan juntos dentro de la regién desordenada (S274, S278 y S292, Figura 19A), por lo que
podrian formar un posible dominio regulador de su actividad o de sus interacciones. Para determinar si

estos sitios de fosforilacion estaban conservados a lo largo de la
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Figura 19. Localizacién de los sitios consenso de fosforilacién por Cbk1 en Rho4y Exo84. (A). En la GTPasa
Rho4, los sitios se encuentran agrupados dentro de una de las regiones desordenadas (Dis) de la proteina
(representados como circulos amarillos). En C. albicans hay 3 posibles sitios de fosforilacion, al igual que en C.
dubliniensis, C. tropicalis y C. lusitaniae. En la parte inferior se muestra la secuencia de la region que contiene los
tres sitios de fosforilacion (la serina que se fosforila se indica en amarillo). (B). En la subunidad del exocisto Exo84,
los posibles sitios de fosforilacion se encuentran dispersos por la proteina, y en este caso ninguno forma parte de
las regiones desordenadas. En C. albicans, Exo84 presenta un dominio Pleckstrin Homology (PH), un dominio Cullin
Repeat-like (Cullin) y tres regiones desordenadas (D o Dis).
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evolucion, se realizé una busqueda de ortdlogos en otros hongos y levaduras. En la Figura 19A se
muestra la estructura de la proteina Rho4 en diversas especies del género Candida, en S. cerevisiae,
Ashbya gossypii y S. pombe. La region desordenada se encuentra conservada en varias especies de
Candida, como C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. lusitaniae y C. paradoxus, y también existe
una de menor tamafio en S. cerevisiae. Esta comparacion permitié determinar que los posibles sitios de
fosforilaciéon por Cbkl no estan presentes en todas las especies analizadas, existiendo tres en las
especies mas proximas a C. albicans y estando ausentes en S. cerevisiae. Este hecho podria ser tomado
como una indicacion de que a lo largo de la evolucién la region desordenada ha acumulado sitios de
fosforilacién, y podria ser una regién reguladora de la funcion de Rho4 especifica C. albicans.

Por su parte, Exo84 es una proteina de 791 aa que contiene una repeticion del dominio Pleckstrin
Homology (PH, IPR011993) entre las posiciones 304 y 430 y otra del motivo Exocyst Component Exo84,
C-terminal (IPR032403) o Cullin Repeat-like (IPR016159) entre las posiciones 519 y 664 (Figura 19B).
Los dominios PH son pequefios dominios globulares presenten en moléculas sefalizadoras, en las que
acttian como dominios de union a lipidos. El motivo Exocyst Component Exo84 corresponde a la region
helicoidal C-terminal del componente del exocisto Exo84, que se asemeja a los Cullin Repeat-like. En
Exo84 también existen tres regiones desordenadas a lo largo de la proteina (16-101; 247-271 y 432-
495). En este caso, los tres sitios de fosforilacion se sitlan a lo largo de la proteina, en las posiciones
S118, T418 y S511. La comparacion de las secuencias de Exo84 en diversos hongos y levaduras mostré
gue C. albicans es la Unica especie que posee tres sitios de fosforilacion, C. dubliniensis y C. tropicalis
Unicamente dos, el resto de las especies del género Candida uno y S. cerevisiae ninguno. De nuevo
estos resultados parecen indicar que a lo largo de la evolucion han ido apareciendo sitios de fosforilacién
gue podrian desempefiar alguna funcién reguladora durante el ciclo de vida de C. albicans.
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Capitulo 2. Caracterizacion de la funcion de Cbkl durante el desarrollo
hifal en C. albicans.

2.1. Introduccion y antecedentes.

Como se ha comentado en la Introduccion, la kinasa Cbkl es esencial para el crecimiento
polarizado en C. albicans, y los mutantes carentes de esta proteina son incapaces de iniciar el desarrollo
de hifas en respuesta a las sefiales extracelulares que inducen este proceso (Song et al., 2008). En S.
cerevisiae, se ha demostrado que la eliminacion del gen SSD1 suprime la mayoria de los fenotipos del
mutante cbk1A (Jansen et al., 2009). Ssd1 es una proteina de union a ARNms especificos, cuya actividad
y localizacion son reguladas por Cbkl para controlar el crecimiento polarizado. Ssd1 se asocia con
ARNmMms que codifican proteinas implicadas en la sintesis de la pared celular, regulando su traduccién de
forma dependiente de Cbk1 (Jansen et al., 2009; Kurischko et al., 2011).

En C. albicans, los mutantes deficientes en Cbkl1 son incapaces de formar hifas y son sensibles
a agentes que dafian la pared (Song et al., 2008). De forma similar a o que ocurre en S. cerevisiae,
muchos de los defectos del mutante cbk1AA son dependientes de la proteina Ssdl, de tal manera que
la ausencia de Ssd1 rescata la incapacidad para formar hifas (Lee et al., 2015). Sin embargo, la longitud
de las hifas del mutante doble cbk1AA ssd1AA es mas corta que la de la cepa silvestre y su anchura es
irregular. Estos resultados sugieren que, durante el desarrollo de las hifas, Cbk1 podria desempefiar una
serie de funciones que son dependientes de Ssdl y otras que son independientes de esta proteina de

union a ARNm.

Trabajos del grupo de investigacién del Dr. Jaime Correa (UNEX) han confirmado que Cbkl
desempenfia dos funciones diferentes durante el desarrollo hifal de C. albicans. En las etapas iniciales de
la respuesta a las sefiales que activan la filamentacién, Cbk1l es necesario para inactivar a Ssd1, lo que
permite la traduccion de los ARNms asociados a esta proteina y la formacién del tubo germinativo. En
etapas tardias de la filamentacién, tras la formacion del primer septo, Cbkl es necesario para el
mantenimiento del crecimiento polarizado de la célula apical de forma independiente de Ssd1 (Figura
16) (Rojo-Dominguez, 2018).

Dado que Cbk1 es una kinasa, en el laboratorio del Dr. Jaime Correa se ha construido el mutante
cbk1-KD/cbk1A (Kinase-Dead), en el cual el alelo cbk1-KD genera una proteina cataliticamente inactiva
al sustituir el acido aspartico del sitio catalitico por prolina (D548P). Esta mutacion permite analizar las
funciones de Cbkl que son dependientes de la actividad kinasa, tanto durante el crecimiento
levaduriforme como en hifas, ya que la proteina esta presente en las células, aunque es incapaz de
fosforilar a sus sustratos. Cuando se analizo el fenotipo de la cepa cbkl- KD/cbk1lA se comprobd que
era similar al del mutante cbk1AA en levaduras, es decir, las células crecen con un tamafio mayor, son
redondeadas y forman grumos. Ademas, esta cepa también es incapaz de responder a las sefiales que

inducen la filamentacién (Rojo-Dominguez, 2018).

De forma similar a lo que ocurre con el mutante cbk1AA, la cepa cbk1-KD/cbk1lA es capaz de
filamentar en un fondo ssd1AA, aunque el tubo germinativo se ensancha tras la formacion del primer
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septo y las hifas son mas cortas que en la cepa silvestre. Este hecho indica que su actividad kinasa es
necesaria para el mantenimiento del crecimiento polarizado, y quizas necesaria para la fusion de

vesiculas secretoras, portadoras de nuevos materiales, al dpice de la hifa (Rojo-Dominguez, 2018).

2.2. Determinacion de la tasa de crecimiento polarizado en las distintas etapas de la
filamentacion de C. albicans.

Para caracterizar con mas detalle la funcion de Cbkl en las etapas iniciales y tardias de la
filamentacion de C. albicans, se utilizé la cepa cbk1-KD/cbk1A ssd1AA para medir la tasa de crecimiento
tras la induccion de la filamentacion mediante experimentos de microscopia a lo largo del tiempo (time-
lapse). Como control, se utilizo la cepa CBK1/cbk1A ssd1AA. Células de ambas cepas se incubaron en
condiciones de filamentacién (YEPD con suero 10% a 37°C) durante 20 minutos, tiempo suficiente para
permitir la formacién de un tubo germinativo incipiente y poder realizar la medida de la tasa de
crecimiento desde las fases iniciales del proceso. Tras este tiempo, las células se fijaron al fondo de
camaras Ibidi y se incubaron en el microscopio en condiciones que permiten el crecimiento hifal para

realizar experimentos de microscopia a lo largo del tiempo (time-lapse). Se tomaron
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Figura 20. Cbk1 contribuye de manera diferente al crecimiento de las hifas en las distintas etapas de la
filamentacidn. Analisis por microscopia de contraste interferencial (DIC) en hifas de las cepas silvestre
(CBK1/cbk1A) y cbk1-KD/cbk1A en fondo genético ssd1AA. La linea discontinua marca el apice de la hifa en cada
imagen. En los gréficos de la derecha se muestra la longitud de la hifa a lo largo del tiempo en ambas cepas. Se
muestra también la tasa de crecimiento de cada uno de los ejemplos. Barra de escala: 5 um. CBK1/cbk1lA ssd1AA
(JC1794), cbk1-KD/cbk1A ssd1AA (JC1795).
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imagenes de campo claro cada 5 minutos, durante 100 minutos, después de fijarlas en la camara (2
horas de crecimiento total).

Una vez adquiridas las imagenes, se midi6 la longitud de las hifas en cada uno de los tiempos y
se represent6 esta medida a lo largo del tiempo para calcular la tasa de crecimiento. Como se observa
en la Figura 20, las hifas de la cepa control (CBK1/cbk1A ssd1AA) crecen de manera continua a lo largo
del tiempo, y la tasa media de crecimiento se estimé en 0,320 + 0,007 um/min (n=7). Por el contrario, las
hifas de cbk1-KD/cbk1A ssd1AA, tras una etapa inicial de crecimiento similar a la de las hifas control,
dejan de crecer y su tamafio se estabiliza entre los 40 y 50 minutos. La tasa media de crecimiento total
de estas hifas es de aproximadamente la mitad de la cepa control, unos 0,174 + 0,027 pum/min (n=9),

aunque claramente parecen existir dos fases de crecimiento bien diferenciadas.
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Figura 21. El crecimiento de las hifas del mutante cbk1-KD se reduce tras la formacion del anillo de septinas.
(A). Andlisis de microscopia a lo largo del tiempo (time-lapse) del crecimiento de las hifas de las cepas las cepas
CBK1/cbk1A ssd1AA CDC10-GFP/CDC10 (OL2987) y cbk1-KD/cbk1A ssd1AA CDC10-GFP/CDC10 (OL2989). Se
capturaron imagenes de contraste interferencial y fluorescencia de Cdc10-GFP cada 5 minutos. Las imagenes
muestran la mezcla del canal DIC (en rojo) y de la proyeccién maxima de 3 planos distintos adquiridos cada 0,5 pm
de la fluorescencia de Cdc10-GFP (verde). Barra de escala: 5 um. (B). Representacion gréfica del crecimiento total
y del crecimiento antes y después de la formacion del anillo de septinas en las cepas CBK1/cbk1A ssd1AA CDC10-
GFP/CDC10 (gris) y cbkl1-KD/cbk1lA ssd1AA CDC10-GFP/CDC10 (rojo). Se indica la media de la tasa de
crecimiento en cada cepa + SEM (n=7 para CBK1/cbk1A y n=9 para cbk1-KD/cbk1A).
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Para analizar con mas detalle el momento en el que se producia la disminucion de la tasa de
crecimiento en las hifas de la cepa cbk1-KD/cbk1A ssd1AA, se marcé la septina Cdc10 con la proteina
fluorescente verde (GFP) en el extremo carboxilo en ambas cepas, para tener un marcador temporal del
desarrollo de las hifas. Se repitieron los experimentos de microscopia a lo largo del tiempo en las mismas
condiciones con estas dos nuevas cepas, capturando imagenes de campo claro y de la fluorescencia
verde cada cinco minutos. Una vez capturadas las imagenes, se midio de nuevo la longitud de cada hifa
en cada tiempo, anotando también en cada caso el tiempo en el que las septinas se reorganizaban y
pasaban de la estructura apical (cap) al anillo. De esta forma, podiamos determinar la tasa de crecimiento
de las hifas antes y después del ensamblaje del anillo de septinas. En la Figura 21A se muestra un
ejemplo representativo del crecimiento de ambas cepas. Como puede observarse, latasa de crecimiento
de las hifas en la cepa control CBK1/cbk1A ssd1AA es ligeramente superior después de la formacion del
anillo (indicado por la flecha en la grafica de la derecha) que antes del ensamblaje de esta estructura.
Por el contrario, en la cepa cbk1-KD/cbk1lA ssd1AA, el crecimiento antes de la formacién del anillo es
ligeramente inferior al de la cepa control, aunque a partir de este momento la diferencia es mucho mas

significativa.

En la Figura 21B se representan los valores obtenidos al analizar un conjunto de hifas de cada
cepay la media en cada caso (linea), tanto del crecimiento total como de las tasas de crecimiento antes
y después de la formacion del anillo de septinas. Para uniformizar la representacion, en todos los casos
se ha restado el valor de la longitud de la hifa a tiempo 0, de tal manera que el valor inicial siempre es 0
pum. La tasa de crecimiento total de la cepa carente de actividad catalitica es aproximadamente la mitad
de la observada en la cepa control (0,174 + 0,027 um/min, n=9 frente a 0,320 = 0,007 pm/min, n=7,
respectivamente). Cuando se analizd por separado el crecimiento de las dos fases, pudimos comprobar
gue antes de la formacién del anillo la tasa de crecimiento es bastante parecida en ambas cepas (0,282
+ 0,011 um/min para el control y 0,203 + 0,006 um/min en el mutante cbk1-KD). Sin embargo, la diferencia
de crecimiento después de la formacién del anillo es estadisticamente significativa (p=0,0035, unpaired
t-test) y es casi el doble en la cepa control que en el mutante inactivo (0,363 + 0,006 um/min frente a
0,156 + 0,004 pm/min).

Ademas, las hifas del mutante inactivo comenzaban a ensancharse y perder el patrén de
crecimiento altamente polarizado caracteristico de las hifas a partir del momento de la formacién del
anillo de septinas. Estos resultados confirman las observaciones iniciales de que Cbkl desempefia dos
funciones diferentes durante el crecimiento hifal. En las etapas iniciales de la filamentacién, Cbkl es
esencial para inactivar a Ssd1, permitiendo la formacion de los tubos germinativos. Ademas, la actividad
kinasa de Cbk1 también es esencial para mantener el crecimiento polarizado focalizado en el 4pice de

la hifa tras el ensamblaje del anillo de septinas, y esta funcién es independiente de Ssdl.

2.3. Importancia de Cbk1 en el mantenimiento del crecimiento polarizado de la hifa.

Con el fin de profundizar méas en el estudio del papel de Cbk1 en el mantenimiento del crecimiento
hifal, en el laboratorio del Dr. Jaime Correa también se construydé el mutante cbkl-as/ckblA
(analogue-sensitive), sensible al analogo de ATP, 1INM-PP1 (Rojo-Dominguez, 2018). Como en otros

mutantes analogue-sensitive previamente descritos (Blethrow et al., 2004; Gregan et
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al., 2007), se modificé la metionina 412 del bolsillo de unién a ATP sustituyéndola por alanina (M412A)
en una cepa CBK1/cbklA. La cepa resultante se comporta como una cepa silvestre en ausencia del
analogo y como el mutante cbk1AA en presencia del analogo. El uso de este mutante condicional de
Cbk1 permite prescindir de la delecion de SSD1 en los experimentos de filamentaciéon y analizar la
funcion de la kinasa Cbk1 durante el crecimiento polarizado de las hifas, al poder inactivar su actividad
catalitica en diferentes momentos tras la induccion del crecimiento hifal.

Para realizar una caracterizacion méas detallada del efecto de la inhibicién de Cbkl durante la
filamentacién, se establecid una colaboracion con el laboratorio del Dr. Jaime Correa para analizar la
tasa de crecimiento de las hifas de la cepa cbkl-as/ckblA. Para ello, se incubé el mutante en medio
YEPD con suero 10% a 37°C durante 2 horas en matraces para inducir la filamentacion. Transcurrido
este tiempo, las hifas se fijaron en dos camaras Ibidi independientes, afiadiendo el analogo a una de
ellas y solvente a otra para usarla como control de crecimiento. Se sigui6 el crecimiento de las hifas en
ambas condiciones mediante experimentos de microscopia a lo largo del tiempo (time-lapse),

adquiriendo imagenes cada 5 minutos, siendo el tiempo 0 el momento en el que se afiadieron el
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Figura 22. La actividad kinasa de Cbk1 es esencial para el mantenimiento del crecimiento polarizado en
hifas. (A). Andlisis por microscopia a lo largo del tiempo (time-lapse) del crecimiento de las hifas de la cepa
cbkl-as/cbk1lA (JC2247) en presencia de DMSO (arriba) o de 1NM-PP1 (abajo). Las imagenes de contraste
interferencial (DIC) fueron capturadas cada 5 minutos para determinar la longitud de cada hifa. A la derecha se
muestra una representacion de la longitud frente al tiempo transcurrido con la tasa de crecimiento de cada hifa. (B).
Media de la longitud del tubo germinativo en presencia de DMSO o del analogo de ATP (1NM-PP1). Se representa
la media + SEM en cada caso (n=7 para DMSO y n=6 para 1INM-PP1).
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analogo y el DMSO. En la Figura 22A se muestra un ejemplo del crecimiento de la cepa cbkl-as/ckblA
en cada una de las condiciones y en las gréficas de la derecha se representa la longitud total de la hifa
en cada tiempo. Como puede observarse, la adiciéon de DMSO no afecta al crecimiento de la hifa, ya que
mantiene un crecimiento lineal a lo largo del tiempo, llegando a alcanzar una longitud final de unas 35
pUm en el minuto 110, lo que supone una tasa de crecimiento de 0,154 + 0,002 pm/min. Por el contrario,
la adicién de INM-PP1 resulta en una detencion casi inmediata del crecimiento, llegando Gnicamente a
los 20 um de longitud en el dltimo tiempo (tasa de crecimiento de 0,030 £ 0,001 ym/min). Ademas, en
los tiempos finales del experimento comienza a formarse una yema lateral en el compartimento subapical
(Figura 22A, flecha blanca).

En el gréfico de la Figura 22B se representan la media de tasa de crecimiento de varias hifas en
cada condicion (n=7 para DMSO y n=6 para 1NM-PP1). De nuevo, para la representacion se ha restado
el valor inicial de la longitud de cada hifa, y como puede observarse, la diferencia entre ambas
condiciones es altamente significativa (p<0,0001; unpaired t-test), mas de tres veces superior en
presencia del analogo que tras la inhibicién de la actividad kinasa de Cbk1 (0,1433 + 0,0018 frente a
0,0427 + 0,0028, respectivamente). Cabe destacar también que el crecimiento de la cepa
cbkl-as/ckblA en presencia de DMSO es aproximadamente la mitad que el determinado para la cepa
CBK1/ckb1A (Figura 21B) (0,1433 £+ 0,0018 frente a 0,320 + 0,007, respectivamente), lo que sugiere que
la actividad catalitica del mutante sensible al analogo es menor que la de la proteina silvestre aun en
ausencia del inhibidor. Todos estos resultados indican que la actividad kinasa de Cbk1 es esencial para

el mantenimiento del crecimiento polarizado en las etapas tardias de la filamentacion.

2.4. Estudio del efecto de la inhibicion de la actividad de Cbkl en proteinas implicadas en
polaridad y crecimiento en C. albicans.

Los resultados anteriores muestran que la actividad kinasa de Cbk1 es esencial para mantener un
crecimiento polarizado en el 4pice de la hifa ya que, tras su inhibicion las hifas reducen significativamente
el crecimiento y se produce un engrosamiento de las paredes laterales. Esto sugiere que la actividad
kinasa es necesaria para mantener a la maquinaria implicada en el crecimiento polarizado altamente
focalizada en el apice de las hifas, una caracteristica tipica del crecimiento filamentoso que no ocurre en
levaduras. Durante la formacion de las hifas en C. albicans, el crecimiento esta restringido a una pequefia
region para formar un tubo germinativo que resulta en un filamento alargado. La actina y una serie de
proteinas de polaridad implicadas en la regulacién del citoesqueleto, como Spa2 y Cdc42, estan
presentes en el sitio de formaciéon del nuevo tubo germinativo y en el apice de la hifa (Arkowitz y
Bassilana, 2019; Sudbery, 2011). En el 4pice de la hifa en crecimiento se observa una liberacion
constante de vesiculas exociticas que llegan a través de los cables de actina y mantienen el suministro
de material necesario para la expansion de la pared celular (Desai, 2018). Ademas, asociadas a la
membrana plasmatica, se encuentran unas estructuras denominadas “parches corticales de actina”, que
corresponden a sitios de endocitosis dependientes de actina y también son esenciales para el
crecimiento polarizado (Goode et al., 2015).

Como se comentd en el Capitulo 1, algunas de estas proteinas contienen posibles sitios de

fosforilacién por Cbk1, por lo que su localizacién podria estar regulada por esta kinasa, como ocurre
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con Cdc42 (1 sitio), el componente del polarisoma Spa2 (4 sitios) o la subunidad del exocisto Exo84 (3
sitios). Por ello, se decidio analizar los efectos de la inhibicion de Cbk1 en la localizacion de algunas de
estas proteinas importantes para el crecimiento polarizado.

cbk1-as CRIB-GFP

10
>

+DMSO

serie 1

+1NM-PP1
serie 2

serie 3

Figura 23. Localizacion de Cdc42 activo en hifas del mutante cbk1-as. Analisis por microscopia a lo largo del
tiempo de la localizacion de Cdc42 activo en hifas de la cepa cbkl-as/cbklA pACT1-CRIB-GFP@RP10 (OL3111)
incubadas en presencia de DMSO (paneles superiores) o de 1INM-PP1 (paneles inferiores). Las imagenes muestran
la mezcla del canal de contraste interferencial (DIC, rojo) y de la fluorescencia de CRIB-GFP (verde) a los tiempos
indicados tras la adicién de los distintos compuestos. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccién maxima de
3 planos adquiridos cada 0,5 um. Las puntas de flecha blancas indican la localizacion de Cdc42 activo en el septo.
Los asteriscos indican la localizacion de Cdc42 activo en el compartimento subapical. Barra de escala: 5 pm.
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2.4.1. La actividad kinasa de Cbk1 contribuye a la polarizacién de Cdc42 activo en el apice de
las hifas.

Cdc42 es una Rho GTPasa fundamental para el establecimiento y mantenimiento del crecimiento
polarizado de hifas en C. albicans (Bassilana et al., 2005; Ushinsky et al., 2002; VandenBerg et al., 2004)
y ademas, durante el crecimiento del filamento, Cdc42 activo (unido a GTP) permanece estrechamente
restringido a la punta de la hifa (Corvest et al., 2013). Asi mismo, Cdc42 posee un posible sitio de
fosforilacion por Cbkl en el inserto Rho de la proteina. Por ello, se procedié a analizar si la actividad de
Cbk1 era importante para regular la asociacion de Cdc42 con el apice de las hifas. La localizacion de
Cdc42 activo se estudié usando una fusion de la GFP a una proteina que contiene el dominio CRIB
(Cdc42 Rac Interactive Binding) de la proteina Gic2 de S. cerevisiae (Brown et al., 1997). Este dominio
ha sido adaptado para la traduccién apropiada en C. albicans mutando los cuatro codones GTG que
contiene y clonado bajo el control del promotor ACT1 en el plasmido pExpArg-pACT1-CRIB-GFP
(Corvest et al., 2013).

El plasmido pExpArg-pACT1-CRIB-GFP se linealiz6 mediante digestion con la enzima Stul y se
us6 para integrar la construccién en el locus RP10 de la cepa cbkl-as/cbklA. Una vez confirmada la
correcta integracion, se analizé la localizacion de Cdc42 activo durante la filamentacion. Para ello, se
procedié como se ha descrito anteriormente, induciendo la filamentacién de la cepa en matraces durante
2 horas, momento en el que las hifas se fijaban en cAmaras Ibidi y se afiadia 2% DMSO o0 25 pM 1NM-

PP1 para realizar experimentos de time-lapse (Figura 23, paneles superiores).

Como se ha descrito previamente, Cdc42 activo se localizaba en el 4pice de la hifa y se mantenia
polarizado durante todo el desarrollo de la hifa (Corvest et al., 2013) cuando se afiadia DMSO. Ademas,

también era posible observar la presencia de Cdc42 activo transitoriamente en la zona del septo durante

M

la septacion (Figura 23, flechas blancas).

+DMSO

+1NM-PP1

Figura 24. Localizacidon de Cdc42 activo en hifas del mutante cbkl-as. Detalle de la localizacion de Cdc42
activo en los apices de las hifas de la cepa cbkl-as/cbklA pACT1-CRIB-GFP@RP10 (OL3111) incubadas en
presencia de DMSO (arriba) o de INM-PP1 (abajo). Las imagenes se han coloreado en falso usando la tabla LUT
Fire de ImageJ, segun indica la escala de la derecha.
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Cuando se incubaban las células en presencia del inhibidor de la actividad kinasa, se producia
una rapida detencién del crecimiento, como se ha descrito en el apartado anterior. Sin embargo, en
ninguna de las hifas analizadas se observé una despolarizacion inmediata de Cdc42 activo del 4pice de
la hifa, como cabria esperar al detenerse el crecimiento (Figura 23, paneles inferiores). Se observaron
diferentes comportamientos en la localizacién de Cdc42 activo, que se muestran en la Figura 23. En
algunas hifas (serie 1) Cdc42 activo se mantenia polarizado en el &pice durante 75-85 minutos, a pesar
de que la hifa apenas aumentaba su longitud. A partir de ese momento, se producia una reactivacion del
crecimiento, aunque con un patron diferente al tipico de hifas, pues la punta de la hifa comenzaba a
ensancharse (entre 95 y 130 minutos) con un patrén similar al del crecimiento levaduriforme. En otras
hifas (serie 2), era posible observar una despolarizacién de la localizacién de Cdc42-GTP transcurridos
unos 55 minutos de incubacion con el analogo, que pasaba a localizarse asociado a las paredes laterales
de la hifa (serie 2, minuto 75), para posteriormente volver a localizarse en el apice y comenzar a formar
una yema apical. Finalmente, en otros casos (serie 3) se producia la despolarizacion de Cdc42-GTP
entre los 45 y 60 minutos, momento a partir del cual se observaba tenuemente asociado a las paredes
laterales de la hifa. En algunos casos, como el mostrado en este ejemplo, la repolarizacion de Cdc42-
GTP ocurria en el compartimento subapical para dar lugar a una yema lateral (serie 3, asterisco). En la
Figura 24 se muestra un detalle de los apices de las hifas tratadas con DMSO o analogo a lo largo del
tiempo, coloreadas en falso usando la tabla LUT (Look Up Table) Fire de ImageJ. Puede observarse que
en los 4pices de las hifas control la fluorescencia se mantiene concentrada en el apice a lo largo del
tiempo, mientras que tras la inhibicidén de la actividad kinasa Cdc42 activo comienza a extenderse por

los laterales de las hifas, lo que finalmente conduce a su engrosamiento.

Estos resultados indican que la detencién del crecimiento que ocurre tras la inhibicién de la
actividad kinasa de Cbk1 no es debida a la rapida disociacion de Cdc42 activo del punto de la membrana

por donde esté creciendo la hifa.

2.4.2 Cbk1 contribuye al mantenimiento de la polarizacion de los parches de actina en el apice
de las hifas.

El crecimiento de células polarizadas es importante en todos los aspectos del desarrollo celular,
tanto en organismos unicelulares como multicelulares. Dicho crecimiento requiere la seleccién de un sitio
especifico, seguido de la reordenacion del citoesqueleto de actina en dicho sitio (Hazan et al., 2002).

Con el fin de estudiar como afecta la inhibicién de la actividad de Cbk1 a la dinamica de los parches
corticales de actina, que son los sitios en los que se produce la endocitosis, se utilizé la proteina Abpl
(Actin-Binding Protein 1) como marcador. Abpl es un activador del complejo Arp2/3 y se localiza
asociado a los parches de actina en las etapas finales de su formacién en S. cerevisiae (Kaksonen y
Roux, 2018; Kaksonen et al., 2003). El homdélogo en C. albicans ha sido identificado y también se localiza
asociado a los parches de actina, concentrandose en las puntas de las hifas en forma de parches con
un posible papel en endocitosis, aunque no se asocia a los cables de actina por los que viajan las
vesiculas de secrecién (Martin et al., 2007).
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Figura 25. Localizacion de los parches de actina en hifas del mutante cbkl-as. Analisis por microscopia a lo
largo del tiempo (time-lapse) de la localizacion de Abp1l-GFP en hifas de la cepa cbkl-as/cbk1lA ABP1-GFP/ABP1
(OL3170) incubadas en presencia de DMSO (panel superior) o de INM-PP1 (paneles inferiores). Las imagenes
muestran la mezcla del canal de contraste interferencial (DIC, rojo) y de la fluorescencia de Abp1-GFP (verde) a los
tiempos indicados tras la adicién de los distintos compuestos. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccién
maxima de 5 planos adquiridos cada 0,5 um. Barra de escala: 5 pm.

Por tanto, se marcé ABP1 con GFP en el extremo C-terminal en la cepa cbkl-as/cbklA y se
realizaron experimentos de microscopia a lo largo del tiempo similares a los descritos en el apartado
anterior (induccién de la filamentacién durante 2 horas en matraces y fijacion en cdmaras Ibidi antes de
afadir DMSO o 1NM-PP1). Los resultados se muestran en la Figura 25. Cuando la proteina cbkl-as
estaba activa (presencia de DMSO), Abpl mostraba una localizacién cortical en forma de parches en
sitios de crecimiento polarizado en la punta de la hifa, que se asemejaba a la tincion del citoesqueleto
de actina cortical, como se ha descrito anteriormente (Martin et al., 2007). Esta marcada polarizacion se
mantenia a lo largo de todo el experimento, aungque en los tiempos finales parecia ocurrir una ligera
despolarizacion hacia zonas subapicales de las hifas (quizas debido al largo tiempo transcurrido desde
el inicio del experimento).

Cuando se inhibia la actividad kinasa de cbkl-as con el analogo INM-PP1, en la mayoria de los
casos observados se producia una desaparicion de los parches de actina en los primeros 15-30 minutos
del tratamiento (Figura 25, series 1y 2). Los parches donde se localiza Abpl no solo se despolarizaban,

sino que también parecia que se reducia su numero, llegando casi a desaparecer
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completamente como se aprecia en la serie 1 (15-30 minutos) y en la serie 2 (30-45 minutos). Aunque
no se ha cuantificado el nimero de parches presentes en ambas condiciones ni se han realizado analisis
estadisticos, esta situacion ocurre en un porcentaje significativo de las hifas. Sin embargo, no es posible
saber si Unicamente se produce la separacion de Abpl-GFP de los parches de actina o si éstos Ultimos
también desaparecen tras la inhibicién de la actividad de Cbkl. En cualquiera de los dos casos, la
ausencia de parches de Abpl se mantenia por un tiempo variable y poco a poco su nimero iba
aumentando progresivamente, aunque se localizaban dispersos por toda la longitud de la hifa. En
tiempos més tardios (105 minutos en la serie 1 y 90-105 minutos en la serie 2) volvian a acumularse de
nuevo en el apice de la hifa, lo que coincidia con la reactivacion del crecimiento, pero en lugar de
continuar con el crecimiento altamente polarizado de las hifas se distribuian para formar una yema apical.
La serie 3 es un ejemplo de lo que ocurre en una minoria de hifas, en las que los parches de Abp1l (o de
actina) no se despolarizaban y se mantenian en el apice, aunque cesaba el crecimiento. Como ocurre
en los casos anteriores, en tiempos mas tardios (90-105 minutos), se dispersaban ligeramente por el
cortex apical y se reactivaba el crecimiento en forma de yema apical.

Estos resultados indican que Cbk1 parece ser esencial para el mantenimiento de los parches de
actina polarizados en el apice de la hifa, y en ausencia de su actividad kinasa se produce una rapida
disociacién de los mismos. Cuando vuelven a ensamblarse mas tarde en el ciclo celular, los nuevos

parches parecen poseer las caracteristicas tipicas del crecimiento levaduriforme.

2.4.3. Cbk1 es esencial para el mantenimiento del polarisoma en el apice de las hifas.

Durante el crecimiento polarizado, las GTPasas de la familiar Rho desempefian un papel clave en
la determinacién del punto de crecimiento (Chiou et al., 2017; Martin, 2015; Pérez y Rincén, 2010). Cdc42
recluta al sitio de crecimiento a un complejo de proteinas de polaridad llamado polarisoma. El polarisoma
es un complejo proteico que fue identificado por primera vez en S. cerevisiae como un complejo
compuesto por Spa2, Pea2, Bud6, Bnil (Sheu et al., 1998) y desempefia un papel esencial en el
crecimiento polarizado al ser el responsable del ensamblaje de los cables de actina. Spa2 actlia como
andamio para la formacién del complejo mientras que Bnil es la formina que nuclea el ensamblaje de
los cables de actina (Evangelista et al., 2003; Pruyne et al., 2002; Tcheperegine et al., 2005).

Los homdlogos de las proteinas del polarisoma en C. albicans, como Bnil y Spa2, se localizan en
la punta de las hifas y son esenciales para su formaciéon (Crampin et al., 2005; Jones y Sudbery, 2010;
Li et al., 2005). Se ha demostrado que Spa2 es un sustrato de la kinasa Cdc28 y esta fosforilacion es
esencial para su correcta localizacion en las zonas de crecimiento tanto en levaduras como en hifas
(Wang et al., 2016). Ademas, el complejo Cbk1-Mob2 también es necesario para la correcta localizacion
de Spa2 en levaduras y en el 4pice de las hifas (Gutiérrez-Escribano et al., 2011).

Por todo ello, se decidi6 analizar la localizacién de Spa2 en las hifas de C. albicans tras la inhibicion
de la actividad kinasa de la proteina cbkl-as. Como en los casos anteriores, se marco la proteina con
GFP en el extremo C-terminal de la cepa cbkl1-as/cbk1A y se realizaron experimentos de time-lapse. En
la Figura 26 se observa que en el control al que se le afiadié Unicamente DMSO, Spa2-GFP

permanecia en el 4pice de la hifa durante todo el crecimiento filamentoso de manera
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Figura 26. Localizacién del polarisoma en las hifas del mutante cbk1-as. Andlisis por microscopia a lo largo del
tiempo de la localizacién de Spa2-GFP en hifas de la cepa cbk1-as/cbk1A SPA2-GFP/SPA2 (JC2284) incubadas en
presencia de DMSO (panel superior) o de INM-PP1 (paneles inferiores). Las imagenes muestran la mezcla del
canal de contraste interferencial (DIC, rojo) y de la fluorescencia de Spa2-GFP (verde) a los tiempos indicados tras
la adicién de los distintos compuestos. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccion maxima de 5 planos
adquiridos cada 0,5 pm. Las puntas de flecha blancas indican la localizacién de Spa2-GFP en el septo. Barra de
escala: 5 um.

independiente del ciclo celular. En el momento de la septacién, Spa2-GFP también se localizaba en la
zona del septo (minuto 60, flecha) y permanecia durante unos 5 minutos antes de desaparecer de esta
region. Es de destacar que, durante la septacion, a pesar de que el polarisoma se ensamblaba en la
zona del septo para nuclear los cables de actina que dirigen la secrecion a esa zona, el apical seguia
ensamblado y nunca desaparecia de la punta.

La adicién de INM-PP1 a las hifas del mutante cbkl-as/cbk1A provocaba una desaparicion del
polarisoma del apice de la hifa, ya que la fluorescencia de Spa2-GFP comenzaba a hacerse mas tenue
(entre los 5 y 10 minutos en la serie 1 y sobre los 35 minutos en la serie 2) hasta que desaparecia
completamente. Posteriormente era posible observar Spa2-GFP en la region del septo (flechas), donde
permanecia un tiempo similar al de las hifas tratadas con DMSO (unos 5 minutos). Como ocurre con los
parches de actina descritos anteriormente, tras la septacion el polarisoma volvia a polarizarse en la punta

de la hifa (minuto 25 en la serie 1 y minuto 80 en la serie 2), pero de nuevo se producia un
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crecimiento isotrépico que conducia a la formacion de una yema apical. En algunos casos, también se
observababa que Spa2-GFP comenzaba a acumularse en la célula subapical (minuto 95 de la serie 2,
asterisco) que conducia a la formacion de una yema lateral, lo que indica que el ciclo celular de la célula

subapical se ha reactivado.

Estos resultados indican que la actividad kinasa de Cbkl es necesaria para mantener al
polarisoma concentrado en el apice de la hifa, ya que cuando se inactiva la kinasa se produce una rapida
desaparicion de este complejo de las zonas de crecimiento. Cuando vuelve a ensamblarse en las zonas

de crecimiento tras la septacion, las hifas comienzan a formar yemas apicales o laterales.

2.4.4. Cbkl también es necesario para el mantenimiento de la polarizacién del exocisto
durante el crecimiento hifal.

La exocitosis polarizada es esencial para una amplia gama de procesos biolégicos como el
crecimiento, la morfogénesis y la migracion celular. La exocitosis se logra mediante la fusiéon de vesiculas
secretoras con la membrana plasmatica mediada por el complejo SNARE. En la membrana plasmatica,
las vesiculas secretoras se acoplan con un segundo complejo octamérico llamado exocisto que es
esencial para el anclaje a dicha membrana (Chen et al., 2015; He y Guo, 2009). En C. albicans, los
componentes del exocisto son Sec3, Secb, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5, Exo70y Exo84, que se localizan
en forma de media luna en la punta de la hifa, en una estructura que es distinta del Spitzenk&rper
(Caballero-Lima y Sudbery, 2014; Jones y Sudbery, 2010).

Pocos son los estudios realizados sobre las distintas subunidades del exocisto en C. albicans. Se
ha descrito que los mutantes sec3AA presentan un engrosamiento en la punta del tubo germinal tras la
formacién del primer anillo de septinas, por lo que se propuso que el desarrollo de hifas tendria una fase
independientes de Sec3 y otra dependiente (Li et al., 2007). Es interesante que este fenotipo es similar
al observado en la cepa cbkl-as/cbk1A tras la inhibicion de la actividad kinasa. Otra de las subunidades
del exocisto que se ha estudiado es Exo084, que es fosforilado por CDK en tres sitios (S284, S256 y
T488), siendo esta fosforilacion necesaria para el crecimiento polarizado eficiente de las hifas (Caballero-
Lima y Sudbery, 2014). Los mutantes no fosforilables en estos sitios tienen anomalias morfoldgicas y
reducen las tasas de extension de las hifas. Ademas de esos tres sitios de fosforilacion por CDK, Ex084,
posee otros 3 posibles que se ajustan perfectamente al consenso descrito para las NDR kinasas (S118,
T418 y S511)(Mazanka et al., 2008), por lo que su localizacién o actividad podrian estar reguladas

también por el complejo Cbk1/Mob2.

Con el fin de analizar si la localizacion del exocisto se veia afectada por la inhibicién de la actividad
kinasa de Cbk1, se marcé la subunidad Exo84 con GFP en el extremo C-terminal, generando la cepa
cbkl-as/cbk1A EXO84-GFP. Se realizaron experimentos de microscopia a lo largo del tiempo similares
a los descritos en apartados anteriores en presencia de 1INM-PP1 o DMSO. Durante los experimentos
iniciales con Exo084-GFP, pudimos comprobar que la fluorescencia de esta proteina era inferior a las de
las estudiadas anteriormente, y al mismo tiempo era bastante inestable y desaparecia tras 8-10 tiempos
de exposicion (unos 60 minutos de filamentacion tras la adicién de los compuestos). Para prolongar la
duracién del tiempo de estudio, se decidié capturar las imagenes cada 10 minutos, en lugar de los 5

empleados en casos anteriores. Como se ha descrito previamente (Caballero-Lima y
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Sudbery, 2014), encontramos que Ex084 estaba presente como una media luna en la superficie en la
punta de las hifas y posteriormente, durante la citoquinesis, se localizaba en el sitio de formacion del
tabique (Figura 27). Sin embargo, en nuestros experimentos no fuimos capaces de detectar la presencia
simultanea de Exo084-GFP en el septo y en la punta, como ha sido descrito anteriormente (Caballero-
Lima y Sudbery, 2014), posiblemente debido a la inestabilidad de la proteina fluorescente. En la Figura
27 (panel superior) se puede observar que en presencia de DMSO la fluorescencia de Exo84-GFP se
mantenia en el apice de la hifa hasta poco antes de que se formase el primer septo (minuto 80). En el
siguiente punto (minuto 90, flecha), se observa claramente en el septo, aunque no en el apice y en

tiempos posteriores (minuto 110) vuelve a localizarse en la punta para continuar el crecimiento apical.

Cuando se afiadia el analogo de ATP a las hifas en desarrollo, era dificil observar la fluorescencia
de Ex084-GFP en el apice de la hifa incluso en los tiempos iniciales, aunque en algunos tiempos
intermedios si se detectaba en esa region (Figura 27, paneles inferiores). El analogo no parecia afectar

a la localizacion en el plano de division, donde se mantenia entre 5y 10 minutos, como

cbk1-as EXO84-GFP
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Figura 27. Localizacién de la subunidad Exo84 del exocisto en las hifas del mutante cbkl-as. Andlisis
mediante time-lapse de la localizacion de Exo84-GFP en hifas de la cepa cbkl-as/cbklA EXO84-GFP/EXO84
(JC2332) incubadas en presencia de DMSO (panel superior) o de 1INM-PP1 (paneles inferiores). Las imagenes
muestran la mezcla del canal de contraste interferencial (DIC, rojo) y de la fluorescencia de Exo84-GFP (verde) a
los tiempos indicados tras la adicion de los distintos compuestos. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccion
méaxima de 5 planos adquiridos cada 0,5 um. Las puntas de flecha blancas indican la localizacion de Exo84-GFP en
el septo. Los asteriscos indican la localizacion de Exo84-GFP en el compartimento subapical. Barra de escala: 5
pm.
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ocurria en las hifas control y con una intensidad similar. Una vez formado el septo, la fluorescencia
desaparecia y volvia a localizarse en el dpice en el momento en que la hifa comenzaba a ensancharse
(serie 1). En otros casos, tras finalizar la citoquinesis Exo84 se acumulaba en los compartimentos

subapicales, donde se producia la activacion de la gemacion lateral (serie 2, asterisco).

Dada la dificultad para observar Exo84-GFP en las hifas a lo largo del tiempo, se decidio utilizar
otra de las subunidades para confirmar los resultados obtenidos. Para ello, se marcé la subunidad Sec3
con GFP en el extremo C-terminal, generando la cepa cbkl-as/cbklA SEC3-GFP y se repitieron los
experimentos de microscopia a lo largo del tiempo. En este caso, la fluorescencia era mas estable que
en Exo84-GFP, lo que permitio repetir los experimentos capturando imagenes cada 5 minutos. En la
Figura 28 se observa que Sec3-GFP se mantenia en el apice de la hifa durante todo el tiempo del
experimento en presencia de DMSO, incluso durante el momento de la septacion (minutos 70-75), en
los que ademas de la presencia en el septo (flechas) era posible observarlo tenuemente en el apice de
la hifa, indicando que una pequefia cantidad se mantenia polarizada. Tras la sintesis del septo,
Sec3-GFP volvia a concentrarse en la punta y el crecimiento apical continuaba.

Sin embargo, tras la adicion de 1NM-PP1, la fluorescencia de Sec3-GFP desaparecia

cbk1-as SEC3-GFP
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Figura 28. Localizacién de la subunidad Sec3 del exocisto en las hifas del mutante cbkl-as. Andlisis por
microscopia a lo largo del tiempo de la localizacion de Sec3-GFP en hifas de la cepa cbkl-as/cbklA SEC3-
GFP/SEC3 (0OL3172) incubadas en presencia de DMSO (panel superior) o de INM-PP1 (paneles inferiores). Las
imagenes muestran la mezcla del canal de contraste interferencial (DIC, rojo) y de la fluorescencia de Sec3-GFP
(verde) a los tiempos indicados tras la adicion de los distintos compuestos. Las imagenes de fluorescencia son la
proyeccion maxima de 5 planos adquiridos cada 0,5 um. Las puntas de flecha blancas indican la localizaciéon de
Sec3-GFP en el septo. Barra de escala: 5 pm.
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rapidamente de la zona apical (Figura 28, paneles inferiores) y a los 10 minutos no era posible observar
fluorescencia apical (series 1 y 2). Durante la formacion del septo, Sec3-GFP se localizaba de forma
clara en el septo (flechas), con un patron temporal similar al de la cepa sin tratar (unos 15 minutos). Tras
la formacion del septo, volvia a acumularse en la punta (serie 2) o en un lateral del compartimento

subapical transcurrido un tiempo variable para continuar el crecimiento.

Estos resultados indican que Cbkl es necesario para mantener al exocisto concentrado en el apice
de la hifa, ya que cuando se inactiva su actividad catalitica se produce una rapida desapariciéon del
complejo de las zonas de crecimiento. La localizacién en la zona del septo no parece estar afectada por
la ausencia de Cbkl, y posteriormente se acumula de nuevo en las zonas de crecimiento para formar

yemas apicales o laterales.

2.5. Relacion entre la kinasa Cbk1 y el factor de transcripcion Ace2.

Los resultados de los apartados anteriores indican que la actividad kinasa de Cbkl es esencial
para mantener un crecimiento polarizado focalizado en la punta de las hifas, y que en su ausencia se
produce una desorganizacion de algunos de los componentes de la maquinaria de crecimiento, como el
polarisoma, el exocisto y los parches de actina. Tras la sintesis del septo, estos componentes vuelven a
localizarse en las zonas de crecimiento, pero han perdido las caracteristicas tipicas de las hifas y retornan
a un patron de crecimiento similar al de levaduras. Ademas, se produce una reactivacion del ciclo celular

en los compartimentos subapicales, que comienzan a emitir yemas laterales.

La division celular durante la filamentacién es un proceso asimétrico que genera dos células
diferentes, una subapical que se bloquea en G1 y una apical que continta creciendo (Gow y Gooday,
1987; Sudbery et al., 2004; Sudbery, 2011). Sin embargo, no existen muchos datos sobre los
mecanismos moleculares que gobiernan la parada del ciclo celular de las células subapicales.
Recientemente se ha descrito que Cbk1 fosforila al factor de transcripcién Ace2 y que esta fosforilacion
previene la transicion de hifa a levadura, siendo en parte responsable de la supresion de la gemacion
lateral de las hifas, probablemente retrasando la transicion de G1 a Start en los compartimentos
subapicales de la hifa (Wakade et al., 2020). Estos autores proponen que Ace2 actuaria como un
regulador negativo reprimiendo directa o indirectamente la expresién de un gran conjunto de genes
durante la morfogénesis hifal y uno de esos genes seria el homadlogo de pescadillo, PES1, un regulador
positivo de la formacion de yemas laterales (Shen et al., 2008; Wakade y Krysan, 2021; Wakade et al.,
2020).

En levaduras, Ace2 juega un papel clave en la regulacién de genes implicados en la degradacién
del septo primario y, por tanto, es necesario para la separacion celular (Kelly et al., 2004). Cbk1 fosforila
a Ace2 en dos sitios préximos a la secuencia de exportacion nuclear para bloquear su exportacion desde
el nicleo de la célula hija en S. cerevisiae. En ausencia de esta fosforilacion, la localizacién de Ace2 se
altera, lo que da lugar a defectos en la separacion celular (Mazanka et al., 2008). La proteina de C.
albicans contiene los dos sitios de fosforilacién descritos en S. cerevisiae y un tercero localizado en una
extension en el extremo N-terminal no presente en S. cerevisiae (Calderon- Norefia et al., 2015).

Mutantes de Ace2 fosfodeficientes aumentan la formacion de yemas laterales, lo
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que indica que la fosforilacion de Ace2 por Cbkl es necesaria para la supresiéon de la formacion de
yemas laterales durante la morfogénesis de hifas (Wakade et al.,, 2020). Estas observaciones nos
llevaron a analizar la relacion de Ace2 y Cbkl durante el crecimiento hifal y su funcién en la activacion

de la gemacioén lateral.

2.5.1. La inhibicion de la actividad kinasa de Cbk1l resulta en la pérdida de la asimetria de la
localizacion de Ace2.

Como se ha comentado anteriormente, la localizacion de Ace2 en levaduras es asimétrica y se
localiza en el nucleo de la célula hija tras la mitosis, pero los datos en hifas estan menos claros. En
algunos articulos se ha descrito que se localiza en los dos nucleos de la hifa tras la formacion del septo
(Calderon-Norefia et al., 2015; Kelly et al., 2004), mientras que en otros parece estar presente en el
nucleo de la célula apical Unicamente (Bharucha et al., 2011). Por ello, decidimos analizar con detalle la

localizacion de Ace2 en hifas y la importancia de la actividad de Cbk1 en esta localizacion.

Para ello, se marc6 ACE2 con GFP en el mutante condicional cbk1-as/cbk1A y los transformantes
resultantes se incubaron en condiciones de filamentacién durante 2 horas. Tras este tiempo, el cultivo
se dividio en dos alicuotas, para afadir DMSO 2% a uno y INM-PP1 25 uM al otro y se incubaron 30
minutos adicionales. Seguidamente, se realizaron fotos en el microscopio de fluorescencia. En las
imagenes obtenidas en los cultivos control tratados Unicamente con DMSO se pudo comprobar que
Ace2-GFP estaba presente tanto en el nicleo de la célula apical como en el de la subapical, aunque con
diferente intensidad de fluorescencia (Figura 29A). Para confirmar esta diferencia, se realizaron gréficas
representando la intensidad media a lo largo del eje longitudinal de la hifa (linescan) que se muestran
debajo de la imagen. Como puede observarse, la relacién entre la intensidad del nicleo apical frente al
subapical (A/S) es de 3,66. Resultados similares se observaron en hifas tratadas durante 60 minutos,
como se muestra en la Figura 29A. En el ejemplo mostrado, se puede comprobar que Ace2-GFP esta
mayoritariamente en el ndcleo apical (ratio A/S= 3,92), indicando que Ace2 se acumula preferentemente
en el compartimento que continda creciendo y es menos abundante en los que estan parados en G1.
Cuando se trataron las hifas con 1NM-PP1, dejaban de crecer, como se ha descrito anteriormente, y se
perdia la asimetria de la intensidad de fluorescencia en los nucleos apical y subapical, tanto a 30 como
a 60 minutos del tratamiento (ratios A/S de 1,29 y 1,31, respectivamente). Se cuantifico la relacién de la
intensidad apical/subapical en un conjunto de hifas y los resultados se muestran en la Figura 29B. Como
se observa en la grafica, la inhibicién de la actividad kinasa de Cbk1 provoca la pérdida de la asimetria
en la localizacién de Ace2-GFP durante el crecimiento hifal, ya que la media de las ratios A/S pasa de
2,731 £ 0,29 a 1,24 + 0,07 (n = 14 para DMSO y n = 25 para 1NM-PP1), una diferencia que es
altamente significativa (p< 0,0001, unpaired t-test). Estos datos indican que durante el crecimiento hifal
la localizacién de Ace2-GFP también es asimétrica, como ocurre en levaduras, y que esta asimetria
depende de la actividad kinasa de Cbk1.

Dado que Cbkl regula la distribucién asimétrica de Ace2-GFP en hifas, también decidimos
comprobar si ocurria lo mismo en levaduras. Como se ha descrito previamente (Bharucha et al., 2011;
Kelly et al., 2004), Ace2-GFP se localizaba asimétricamente en el nicleo de la célula hija en la mayoria
de las células (Figura 29C-D) y esta asimetria también se perdia al inhibir Cbk1l. Por tanto, Cbkl

contribuye a la division celular asimétrica tanto en hifas como en levaduras.
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Figura 29. La actividad kinasa de Cbk1l es necesaria para generar la distribucion asimétrica de Ace2 en
levaduras e hifas. (A). Localizacion de Ace2-GFP en hifas en la cepa cbkl-as/cbklA ACE2-GFP/ACE2
(OL3060) incubada en presencia de DMSO o 25 pM 1NM-PP1 durante 30 minutos. Las iméagenes son la proyeccion
méxima de 11 planos y muestran la fluorescencia Ace2-GFP (verde) y Calcofluor (rojo). La grafica bajo las imagenes
muestra la intensidad promedio a lo largo del eje longitudinal de las hifas y se indica la relacion entre la intensidad
de la fluorescencia del nucleo apical/nucleo subapical (A/S). Barra de escala, 5 ym. (B) Relacion de intensidad de
fluorescencia nucleo apical/nicleo subapical (Ratio A/S) en hifas tratadas con DMSO o con 25 pM 1NM-PP1.
También se indica la media + SEM (n=14 para DMSO y n=25 para 1NM-PP1). *** p <0,0001 (unpaired t-test). (C).
Imagenes de microscopia de fluorescencia de las cepas CBK1/cbk1A ACE2-GFP/ACE2 (OL3125) y cbkl-as/cbk1A
ACE2-GFP/ACE2 (OL3060) durante el crecimiento exponencial. Las células de la cepa cbkl-as/cbklA
ACE2-GFP/ACE2 se incubaron en presencia de 25 pM 1NM-PP1 durante 30 minutos antes de capturar las
imagenes. Se muestra la proyeccion maxima de 11 planos adquiridos cada 0,5 um con la fluorescencia de Ace2-
GFP (verde) y la tinciéon de calcofltor (rojo). A la derecha, se muestra un detalle de una célula de cada cepa. Barra
de escala: 5 um para el campo general y 2 um para los detalles. (D) Cuantificacion del porcentaje de células que
presentan Ace2-GFP en el nucleo de la célula hija (asimétrico) o en el nacleo de la célula hija y la madre (simétrico)
en ambas cepas. Los datos son la media + SEM de dos experimentos distintos.
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2.5.2. Ace2 contribuye, junto con Cbk1, al crecimiento polarizado de las hifas.
La delecion de ACE2 en C. albicans produce un crecimiento en forma de grumos en condiciones

no inductoras de filamentacion ya que las células son incapaces de separarse, aunque en medio que
contiene suero el mutante ace2AA es capaz de formar hifas similares a las de la cepa silvestre (Kelly et
al., 2004). Recientemente, se ha descrito que Ace2 podria actuar como un represor de la gemacién
lateral de las hifas, ya que en medio Spider forma pseudohifas en lugar de hifas (Wakade et al., 2020).
Si esta hipétesis es correcta, cabe esperar que la delecidon de Ace2 aumente la gemacién lateral que se
observa en el mutante cbkl-as.

Con el fin de analizar con mas detalle esta hipétesis, se delecionaron los dos alelos del gen ACE2
en el mutante condicional cbkl-as (para poder inhibir su actividad kinasa), generando la cepa cbkl-
as/cbk1A ace2AA. Unavez construida, se indujo la filamentacion en YEPD con suero 10% a 37°C durante
2 horas. Seguidamente, el cultivo se dividié en dos alicuotas y se le afiadi6 DMSO 2% a uno de ellos 'y
25 uM de 1INM-PP1 al otro. Los cultivos se mantuvieron en dichas condiciones y se recogieron muestras

alas 3, 5y 7 horas tras de la adicion de ambos compuestos.

La morfologia de las hifas en las distintas muestras fue analizada mediante microscopia de
contraste interferencial (DIC). Como se puede apreciar en la Figura 30, en las muestras del mutante
cbkl-as/cbk1A en presencia de DMSO, se producia un crecimiento de las hifas que se incrementaba con

el tiempo de incubacion. En el caso del doble mutante cbkl-as/cbklA ace2AA, el porcentaje de

+DMSO +1NM-PP1
cbk1-as cbk1-as ace2AA cbk1-as cbk1-as 2 _

.

A -

Figura 30. Ace2 contribuye al crecimiento polarizado de las hifas junto con Cbk1. Analisis por microscopia de
contraste de fases de las cepas cbkl-as/cbk1A (OL3054) y cbkl-as/cbk1A ace2AA (OL3074). Las dos cepas fueron
incubadas en condiciones de filamentacion durante 2 horas, momento en el que se afiadi6 DMSO o 1NM-
PP1. Las imagenes muestran campos de ambas cepas tras 3, 5 0 7 horas en presencia de cada uno de los
compuestos. Barra de escala, 10 pm.
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respuesta al suero era menor que en la cepa anterior, y la longitud de las hifas también parecia menor
en los distintos tiempos. En presencia del analogo 1INM-PP1, en la cepa cbkl-as/cbk1A se observaba el
fenotipo descrito anteriormente, las hifas dejaban de crecer en los primeros tiempos (3 horas) y
comenzaban a emitir yemas laterales a medida que se incrementaba el tiempo de incubacion (5y 7
horas). En el caso del doble mutante cbkl-as/cbklA ace2AA, de nuevo se observaba un menor
porcentaje de hifas, que aparentemente eran mucho mas cortas que las de la cepa con los dos alelos de
ACEZ2, aunque debido a los grandes grupos de células de esta cepa eran mas dificiles de visualizar.

Para confirmar estas observaciones preliminares, se midi6 la longitud de las hifas en las cuatro
muestras a lo largo del tiempo. Los datos se muestran en la Figura 31A, en la que claramente se observa
que la delecion de ACE2 resulta en una menor extension de las hifas que en la cepa control tanto en
presencia de DMSO como en presencia del analogo, aunque la diferencia es mayor tras inhibir la
actividad kinasa. Cuando se comparan por pares las muestras de las dos cepas incubadas durante el
mismo tiempo en las mismas condiciones, la diferencia en la longitud de las hifas es estadisticamente
significativa en todos los casos (p<0,0001, unpaired t-test). Estos resultados indican,
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Figura 31. La delecién de ACE2 reduce latasa de crecimiento de las hifas. (A) Cuantificacion de la longitud de
las hifas incubadas en presencia de DMSO o 1NM-PP1 a lo largo del experimento. Se indica la media + SEM de
cada una de las cepas (n>30 en todos los casos). Los nimeros de la parte superior indican la media de la longitud
en cada muestra. (B) Detalle de la morfologia de las hifas de las cepas cbkl-as/cbk1lA (OL3054) y cbkl-
as/cbk1A ace2AA (OL3074) tras 7 horas en presencia de DMSO o de 1NM-PP1. Los asteriscos indican las yemas
laterales.
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por tanto, que Ace2 contribuye al crecimiento apical de las hifas, especialmente cuando la actividad de
Cbk1 no esta presente.

Ademas de los defectos en la elongacién de las hifas entre ambas cepas, también se observé una
importante diferencia en el patron de gemacion lateral a las 7 horas de incubacién. En la Figura 31B se
muestra un detalle de las hifas tras 7 horas de incubacion en presencia de DMSO o de 1NM-PPL1.
En presencia de DMSO, tras 9 horas de induccion de la filamentacion (2 horas iniciales mas otras 7 en
presencia del solvente) el ciclo celular de los compartimentos subapicales de la cepa cbkl-as/cbk1A
comenzaba a reactivarse y se observaban yemas laterales (asteriscos en la Figura 31B), aunque el
filamento continta creciendo. En la cepa cbkl-as/cbklA ace2AA crecida en las mismas condiciones
también se podian observar algunas yemas laterales, aunque debido a los grandes grumos de células
gue forma por la ausencia de Ace2 es dificil su cuantificacion. Cuando se inhibe la actividad kinasa en el
mutante cbkl-as/cbklA, se incrementa significativamente el nimero de yemas apicales y laterales
mientras que en el doble mutante cbkl-as/cbklA ace2AA Unicamente se observan yemas apicales
(debido al cambio a un patrén de crecimiento levaduriforme), pero no laterales (debidas a la reactivacién

del ciclo celular en los compartimentos subapicales).

Estos resultados sugieren que Ace2 contribuye al mantenimiento del crecimiento polarizado en los
compartimentos hifales, y al mismo tiempo no concuerdan con la hipétesis propuesta recientemente de
gue Ace2 funcionaria como un represor necesario para suprimir la transicion hifa-levadura en las etapas
tardias del crecimiento hifal en C. albicans, al menos en las condiciones usadas en este trabajo.

2.5.3. Construccion de un mutante condicional de ACE2.
Los resultados del apartado anterior sugieren que Ace2 desempefia un papel en el crecimiento

polarizado de las hifas junto a Cbkl, pero la cuantificacion de los fenotipos se ve dificultada por los
grandes grupos de células que se forman en el mutante ace2AA durante el crecimiento levaduriforme.
Para tratar de solventar este problema, se decidié construir un mutante condicional de ACE2 en el que
se pudiera regular su expresion a voluntad para evitar la formacién de grandes grupos de células,
generando una cepa heterozigética en la que uno de los alelos de ACE2 estuviera delecionado y el
segundo bajo el control de un promotor regulable. Para ello, se eligié el sistema de expresién regulable
por tetraciclina, un sistema de expresion génica usado comunmente en células eucariotas y adaptado
para uso en C. albicans (Nakayama et al., 2000). Este sistema consta de dos componentes: uno es un
transactivador (TR), una proteina de fusién entre la proteina represora de tetraciclina de Escherichia coli
(TetR) y el dominio de activacion (AD) de Hap4, insertado en el locus ENOL1 y regulado por el promotor
de este gen. El segundo componente es el promotor tetO-ScHOP1, que contiene una secuencia
operadora de tetraciclina (tetO) y debe ser insertada delante del gen a regular. De esta forma, es posible
regular la expresion del gen de interés mediante la adicion de doxiciclina al medio de cultivo. La cepa
gue contiene el sistema regulable por tetraciclina utilizado en el presente trabajo fue construida en el
laboratorio del Dr. Arkowitz y deriva del fondo genético BWP17 (cepa PY173; Vernay et al., 2012).

La utilizacion de este sistema implica el uso de una nueva cepa parental, por lo que también era
necesario introducir la mutaciéon cbkl-as en el genoma. Durante los experimentos descritos en este
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Capitulo hemos podido comprobar que un porcentaje variable de hifas de esta cepa desarrollan el
fenotipo mutante incluso en presencia de DMSO, lo que indica que la actividad de la kinasa sensible al
analogo es bastante inferior a la de la proteina silvestre. Dado que era necesario generar el mutante
heterozigotico cbkl-as/cbk1A enla cepa PY173, decidimos intentar aumentar la expresion del alelo cbk1-
as colocandolo bajo el control del promotor MET3 regulable por metionina. Por tanto, se disefidé una

estrategia que permitiera construir la cepa MET3p-3xmyc-cbkl-as/cbk1A HOP1p-3xmyc- ACE2/ace2A.

En primer lugar, se deleciond el primer alelo de CBK1 mediante la insercion del marcador HIS1
flanqueado por dos secuencias loxP (LHL) usando el plasmido pFA-LHL (Duefias-Santero et al., 2019),
generando la cepa cbkl::LHL/CBK1 (Figura 32, paso a). Para la insercion de la mutacion cbkl-as en el
genoma, se construyd el plasmido pFA-3xmyc-cbkl-as-LAL, el cual contiene la mutacion cbkl-as
(M412A) y tres epitopos myc en el extremo amino bajo el control del propio promotor de CBK1 (CBK1p),
ademas del marcador auxotréfico ARG4 flanqueado por loxP (LAL) para asi poder inducir la pérdida de
este marcador en un paso posterior. Se transforma la cepa anterior con este plasmido y, de esta manera,
se genero la cepa cbkl::LHL/3xmyc-cbkl-as::LAL (Figura 32, paso b). El gen CBK1 de
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Figura 32. Construccion delacepacon un alelo de CBK1regulado por metioninay un alelo de ACE2regulado
por doxiciclina. El primer alelo de CBK1 fue sustituido por el casete LHL, flaqueado por dos secuencias loxP
(triangulos negros) en la cepa ade2A/ade2A ura3A/ura3A his1A/his1A arg4A/argdA ENO1/enol::ENO1-tetR-
ScHAP4AD-3xHA-ADE2 (PY173) (paso a). Posteriormente se insertd la mutacion cbkl-as en el segundo alelo del
gen CBK1 con 3 copias del epitopo myc (m) en el extremo N-terminal de la proteina y el marcador de seleccion LAL.
Se muestra también el plasmido pFA-3xmyc-cbk1-as-LAL construido para realizar dicha insercion en el genoma de
C. albicans (paso b). Los marcadores auxotréficos LAL y LHL fueron reciclados insertando el casete URA3-Clox en
el locus NEUT5 por transformacion con un fragmento lineal obtenido del plasmido pDIS-URA3-Clox (paso c). El
paso final en la construccion de la cepa (paso d) fue la sustitucion del promotor endégeno del gen CBK1 por el
promotor del gen MET3 (MET3p), generando la cepa SAT1-MET3p-3xmyc-cbk1-as::loxP/cbk1::loxP .

pFA-3xmyc-cbk1-as-LAL

60



Resultados

los transformantes obtenidos fue secuenciado para confirmar que la mutacién cbkl-as estaba presente
en su genoma y que no se habian introducido cambios indeseados en la misma.

El siguiente paso fue inducir la pérdida de los marcadores HIS1 y ARG4 y asi recuperar esos
marcadores auxotroficos para posteriores manipulaciones genéticas. Para ello, se transformé la cepa
cbkl::LHL/3xmyc-cbkl-as::LAL con un casete lineal obtenido del plasmido pDIS-URA3-Clox (Duefias-
Santero et al., 2019), que contiene la recombinasa Cre que cataliza la recombinacién entre los sitios loxP
que flanquean ambos marcadores e induce su pérdida. Tras la transformacion y seleccién de
transformantes Ura*, es posible inducir la expresion de la recombinasa y seleccionar colonias que hayan
perdido los tres marcadores y sean His™ Arg” Ura’, las cuales tendran el genotipo cbkl::loxP/3xmyc-cbk1-

as::loxP (Figura 32, paso c).

El paso final en la modificacion de los alelos del gen CBK1 fue la sustitucién de su promotor por
el promotor del gen MET3 (MET3p), en un intento de aumentar la expresion del alelo mutante. Para ello,
la cepa cbk1::loxP/3xmyc-cbkl-as::loxP se transformé con el plasmido pFA-SAT1-MET3p (Schaub et al.,
2006) generando finalmente la cepa SAT1-MET3p-3xmyc-cbkl-as::loxP/cbkl::loxP (Figura 32, paso d).
Antes de modificar los alelos del gen ACE2, se procedié a comprobar su fenotipo tanto durante el

crecimiento en forma de levaduras como tras la induccion de la filamentacion.

Dado que en esta cepa la expresion del alelo cbkl-as esta regulada por el promotor METS3, las

células se crecieron en medio minimo con los suplementos adecuados (YNB + Arg, His, Uri), porque el
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Figura 33. Fenotipo de la cepa SAT1-MET3p-3xmyc-cbk1-as/cbkl::loxP durante el crecimiento levaduriforme
y en filamentacidn. (A) Las células fueron crecidas a 28°C durante 15 horas en medio YNB con los suplementos
necesarios (Uri, His, Arg) en presencia o0 ausencia de Metionina 2,5mM y Cisteina 2,5 mM y diluidas en los mismos
medios durante otras 5 horas adicionales antes de su observacién al microscopio de contraste interferencial (DIC).
Barra de escala: 5 pm. (B) Las cepas SAT1-MET3p-3xmyc-cbkl1-as/cbkl::loxP (OL3153) y cbkl::loxP/3xmyc-cbk1-
as::URA3 (OL3054) fueron incubadas en presencia de suero a 37°C durante 2 horas en medio YNB con los
suplementos (YNB +AHU) o en medio YEPD antes de recoger muestras para su observacion microscopica. Barra
de escala: 5 pm.
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medio YEPD puede contener trazas de Met y Cys que alteran el nivel de expresién del promotor MET3p.
Cuando las células se incubaron en medio YNB (con el promotor MET3 encendido), se observo que
presentaban un fenotipo similar al de la cepa silvestre y al de la cepa cbkl-as usada anteriormente
(OL3054), siendo ligeramente redondeadas (Figura 33A). La adicion de Met y Cys al medio de cultivo
para reprimir la expresion del promotor MET3 producia un fenotipo similar al del mutante nulo cbk1AA,
es decir, las células eran mas grandes y redondeadas que las silvestres y comenzaban a formar grumos
de células de distintos tamafios, lo que indica que en levaduras esta funcionando adecuadamente.

Cuando se analiz6 la capacidad de filamentar de la nueva cepa con el promotor MET3 en medio
minimo con suplementos, se observo que era capaz de responder al estimulo y comenzar la formacién
de tubos germinativos (Figura 33B), pero pronto desarrollaban un fenotipo similar al observado tras la
inhibicion de la actividad kinasa, es decir, los filamentos eran cortos y los compartimentos apicales se
ensanchaban. Resultados similares se obtuvieron en medio YEPD con suero. En ambos casos, las hifas
eran mucho mas cortas que las producidas por la cepa que contiene el alelo cbkl-as controlado por su
promotor endogeno (Figura 33B), lo que sugiere que la expresion del promotor MET3, a pesar de poder
ser regulado por la adicién de Met y Cys, es mas baja que la del promotor nativo. Por tanto, se decidio
no continuar con la construccién de la cepa MET3p-3xmyc-cbkl-as/cbk1A HOP1p-3xmyc- ACE2/ace2A

gue se habia planteado.
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Capitulo 3. Estudio de la funcion de la GTPasa Rho4 durante el
crecimiento polarizado en C. albicans.

3.1. Caracterizacion de la funcion de Rho4 durante el crecimiento levaduriforme de Candida
albicans.

Como se ha comentado en la Introduccion, las GTPasas de la familia Rho participan en la
regulaciéon coordinada de la biosintesis de la pared celular y el citoesqueleto de actina en diversos
hongos y levaduras. En S. pombe, Rho4 es una proteina no esencial que parece estar implicada en la
regulacién de la secrecion, interaccionando con algunas de las subunidades del exocisto, como Exa70,
y con las septinas (Pérez et al., 2015; Santos et al., 2005).

En C. albicans, Rho4 esta implicada en el control de la separacion celular en levaduras. Trabajos
previos indican que células de levadura en las que se ha delecionado RHO4 no muestran defectos en
crecimiento polarizado, aunque son mas alargadas que las silvestres (Diinkler y Wendland, 2007). La
organizacion del citoesqueleto de actina en las células mutantes es similar a la de células silvestres, y el
defecto mas relevante es un defecto en la separacion celular que resulta en la formacion de cadenas de
células. Esto indica que la delecién de RHO4 interfiere con la secrecién de las enzimas necesarias para
la separacién de las células madre e hija tras completar la citoquinesis, de forma similar a lo descrito en
la levadura de fisibn (Santos et al., 2005). Durante el crecimiento filamentoso, no existen diferencias

significativas entre la cepa silvestre y el mutante (Dunkler y Wendland, 2007).

Como paso previo al estudio de laimplicacién de Rho4 en la secrecién durante el crecimiento hifal
y el posible papel regulador de la fosforilacion por Cbkl en este proceso, se generd un mutante nulo
rhodAA para utilizar como control, delecionando las dos copias del gen silvestre con marcadores
auxotroficos, como se especifica en Materiales y Métodos. Una vez obtenida esta cepa, se analiz6 el
fenotipo del mutante durante el crecimiento en forma de levadura o durante la flamentacion.

Para el crecimiento levaduriforme, las cepas silvestre y mutante rho4AA se incubaron en medio
YEPD a 28°C hasta fase logaritmica y se fijaron con formaldehido para su posterior cuantificacién. En la
cepa silvestre, generalmente se produce la separacién de las células madre e hija al final de citoquinesis
(Figura 34A), por lo que el porcentaje de células que forman cadenas o grupos de células es bajo (5,3
%; Figura 34B). Por el contrario, en el mutante nulo rho4AA se observ6 una mayor frecuencia de cadenas
de entre 3y 10 células (38,3 %; Figura 34B). Esto indica que, en levaduras, la delecion de RHO4 afecta
a la separacién celular, la dUltima etapa de la citoquinesis, como se ha descrito previamente (Dinkler y
Wendland, 2007).

3.1.1. Los defectos en separacion tras la delecion de RHO4 no se deben a un mal ensamblaje
del anillo de septinas.

Las septinas son una familia de proteinas de unién a GTP que se ensamblan en filamentos y
desempenfian funciones esenciales en la morfogénesis de animales y hongos (Bridges y Gladfelter, 2015;
Khan et al., 2015). En S. cerevisiae, las septinas se ensamblan en una estructura en forma de anillo en
cuello entre la célula madre e hija formado por las septinas Cdc3, Cdc10, Cdcl1, Cdcl2 y Shsl/Sep7
(Bertin et al., 2008). Inicialmente, las septinas forman un anillo en el lugar de gemacion,
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Figura 34. Fenotipo del mutante rho4AA en fase de levaduras (A). Fenotipo durante el crecimiento en forma de
levadura de la cepa silvestre (RHO4) y el mutante nulo rho4AA. Las células se incubaron en YEPD a 28°C y se
recogieron muestras durante el crecimiento en fase exponencial. Imagenes de contraste interferencial (DIC)
realizadas mediante microscopia 6ptica. Barra de escala: 5 um. (B). El mutante rho4AA presenta un alto porcentaje
de cadenas de células. El grafico muestra el porcentaje promedio de cadenas formadas por 4 o mas células (blanco)
con respecto células separadas (negro), con la SEM, de, al menos, tres experimentos.

antes de la emergencia de la yema, que luego se reorganiza en un collar con forma de reloj de arena
gue se extiende por los lados del cuello de la madre y la hija. El collar persiste hasta la citoquinesis,
cuando se divide en dos anillos. En lalevadura de fision, las septinas no son esenciales para la viabilidad,
pero defectos en su ensamblaje producen un aumento en el porcentaje de cadenas de células, quizas
porque retrasan la secrecion de las glucanasas necesarias para la disolucién del septo primario (An et
al., 2004; Martin-Cuadrado et al., 2005). Por tanto, podria existir la posibilidad de que los defectos en
separacion observados en el mutante rho4AA de C. albicans fueran debidos a un defecto en el

ensamblaje de los anillos de septinas.

Para analizar esta posibilidad, se marcé una de las septinas con GFP en la cepa silvestre y en la
mutante. La subunidad elegida fue CDC12, una de las dos septinas esenciales en este organismo, y se
le fusiond la GFP en el extremo carboxilo. Las cepas marcadas se incubaron en medio YEPD a 28°C
para su observacién al microscopio durante el crecimiento exponencial. Como puede observarse en la
Figura 35A, la distribucién de Cdc12 en la cepa mutante era similar a la cepa silvestre, ya que en ambas
Cdcl12 se localizaba en el plano de divisiéon celular y no se observaban defectos significativos en la

estructura de los anillos sencillos o dobles.

Para analizar con un mayor detalle la estructura de los anillos de septinas en ambas cepas, se
capturaron series en Z en las que los planos estaban separados por 0,15 ym para tener una mejor
resolucion espacial. Estas series fueron utilizadas para generar reconstrucciones tridimensionales de
anillos sencillos y anillos duplicados en ambas cepas utilizando el programa Imaris. Las imagenes 3D

de ambos tipos de anillos de nuevo mostraron que eran similares en la cepa silvestre y en el mutante
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Figura 35. Localizacién de la septina Cdc12 en el mutante rho4AA. (A). Fenotipo de levaduras de la cepa
CDC12-GFP (RHO4) (OL2853) y rho4AA CDC12-GFP (OL2851) crecidas a 28°C. Imagenes de contraste
interferencial (DIC) y de fluorescencia (GFP, proyeccién méaxima de 6 planos). También se muestra la mezcla de
la imagen de DIC (rojo) y Cdc12-GFP (verde). Barra de escala: 5 pm. (B). Reconstruccion 3D de anillos sencillos
y dobles de Cdcl12-GFP en la cepa CDC12-GFP (RHO4) y rho4AA CDC12-GFP. Se adquirieron 11 planos
separados por 0,15 pm y las imégenes fueron procesadas con el programa Imaris para generar las
reconstrucciones tridimensionales. (C). Porcentaje de anillos sencillos y dobles en la cepa silvestre CDC12-GFP
(RHO4) y rho4AA CDC12-GFP. La grafica muestra el porcentaje de anillos de cada tipo de al menos 2
experimentos independientes, con la SEM.

rhodAA (Figura 35B). Para complementar estas observaciones, se cuantificé el porcentaje de los dos

tipos de anillos en ambas cepas (Figura 35C), presentando un porcentaje similar.

Estos resultados sugieren que los defectos en separacion en los mutantes rho4AA no se deben a

un defecto en el ensamblaje o desensamblaje del anillo de septinas.

3.2. Caracterizacion de la funcion de Rho4 durante la filamentacion de C. albicans.

Con el fin de analizar el fenotipo del mutante rho4AA en condiciones de miceliacion, las cepas
silvestre y mutante se incubaron en condiciones que inducen la filamentacion (YEPD con 10% suero a
37°C) y se tomaron muestras a distintos tiempos de induccion para analizar distintos parametros, como
la respuesta al suero y formacion del tubo germinativo en las etapas iniciales o tasa de crecimiento de

las hifas en etapas tardias.
Para analizar si la ausencia de Rho4 afectaba a la capacidad para responder a las sefiales
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extracelulares que inducen la filamentacién, se usaron muestras incubadas durante 45 minutos, tiempo
suficiente para que se inicie la filamentacion pero insuficiente para la formacion del primer septo. En
estas muestras se cuantificé el porcentaje de cuerpos celulares que habian iniciado la formacion del tubo
germinativo frente a los que no habian respondido al estimulo, tanto en la cepa silvestre como en la
mutante. Los datos, mostrados en las Figuras 36A y 36B, indican que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las dos cepas analizadas, presentando un porcentaje de respuesta
muy similar. Por tanto, el mutante rho4AA es capaz de responder a suero de igual manera que la cepa
silvestre.

Para comprobar si existian defectos en el crecimiento polarizado en etapas mas tardias del
desarrollo hifal, se analizaron muestras tras 2 horas de incubacion en condiciones de filamentacion. En
este caso se determiné la longitud de las hifas desde el cuerpo celular hasta el apice como indicacion de
la tasa de crecimiento polarizado de las hifas. Se observé que tampoco existian diferencias en la longitud
de los filamentos de ambas cepas, como se muestra en las Figuras 36C y 36D (34,09 um en la cepa
silvestre frente a 36,18 uym en el mutante rho4AA). Estos resultados indican que el mutante rho4AA no

presenta defectos significativos durante el crecimiento polarizado de las hifas.
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Figura 36. Fenotipo del mutante rho4AA durante la filamentacion. (A). Imadgenes de microscopia de contraste
interferencial (DIC) de las cepas silvestre (RHO4) (OL1417) y rho4AA (OL2824) durante el crecimiento filamentoso,
tras 45 minutos a 37°C en presencia de suero. Barra de escala: 5 um. (B). Gréafico donde se representa el porcentaje
de células que han respondido a las condiciones de filamentacion, tras 45 minutos de crecimiento, con la SEM de
al menos 2 experimentos independientes. (C). Imagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC) de las
cepas silvestre (RHO4) y rho4AA durante el crecimiento filamentoso tras 2 horas a 37°C en presencia de suero.
Barra de escala: 10 pm. (D). Representacion gréfica de la longitud que alcanzan las hifas en las cepas silvestre
(RHO4) y rho4AA a las 2 horas. La barra horizontal indica la media en cada cepa.
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3.3. Caracterizacion de la funcion de Rho4 en separacion celular durante la filamentacion de
C. albicans.

Como observamos anteriormente, el fenotipo del mutante rho4AA en levaduras presenta defectos
en separacion celular, formando grupos de 3 o 4 células generalmente, a diferencia del silvestre. Para
estudiar como afectaba la delecién de RHO4 a las etapas tardias del proceso de filamentacioén, se
incubaron células de la cepa rho4AA y del control isogénico silvestre en YEPD con suero 10% a 37°C y
se visualizaron mediante microscopia a las 3,5 horas de filamentacion. La caracteristica mas tipica del
crecimiento hifal es la inhibicidn de la separacion celular tras la citoquinesis, lo que permite mantener los
compartimentos hifales unidos formando largos filamentos (Sudbery et al., 2004). Ademas, los
compartimentos subapicales quedan parados en la fase G1 del ciclo celular, y el Unico que crece
activamente es el compartimento apical. Cuando el tiempo de incubacién en condiciones de
filamentacién se alarga, en algunas hifas se produce una reactivacion del ciclo celular en los
compartimentos subapicales, lo que resulta en la disolucion del septo que separa el cuerpo celular del
resto de la hifay en la formacién de una yema lateral. Puesto que Rho4 parece implicado en la separacion
celular durante el crecimiento levaduriforme, se analizé si la ausencia de este gen también afectaba a la
separacion de las hifas en las etapas tardias de la filamentacion. Para ello, se cuantificé el porcentaje de
cuerpos separados en la cepa silvestre y en el mutante rho4AA (Figura 37A, asteriscos). Como se
observa en la Figura 37B, el porcentaje de cuerpos separados en la cepa silvestre tras 3,5 horas de
filamentacién es de 7,66 + 4,75 mientras que en la cepa rho4AA es ligeramente inferior (6,36 + 4.7 %),

aunque esta diferencia no es significativa.

3.3.1. Rho4 es necesario para la separacion de las hifas.
Para analizar con mas detalle si Rho4 desempefiaba algin papel en la separacion de las hifas, se
utilizé el mutante sep7AA. Se ha descrito que las cepas carentes de la septina SEP7 responden a
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Figura 37. Separacion celular en las hifas del mutante rho4AA. (A) Fenotipo durante el crecimiento en forma de
hifas. Las cepas silvestre (RHO4) y rho4AA se incubaron en condiciones de filamentacion durante 3,5 horas. Barra
de escala: 10 pm. (B) Representacion grafica del porcentaje de cuerpos celulares separados del resto de la hifa en
ambas cepas. Los datos muestran la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes.
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Figura 38. El mutante sep7AA activa prematuramente la separacion celular durante la filamentacion. (A)
Iméagenes de hifas silvestres (SEP7) y sep7AA tras 3 horas en condiciones de filamentacion. Las regiones sefialadas
con los numeros “1, 2, 3” se encuentran ampliadas en los recortes inferiores. Barra de escala: 5 ym. Figura tomada
de Gonzéalez-Novo et al., 2008. (B). El grafico muestra el porcentaje medio + SEM de cuerpos basales separados
en la cepa silvestre (SEP7) y en el mutante sep7AA tras 3,5 horas en condiciones de filamentacion de al menos 3
experimentos independientes.

las sefiales que inducen la filamentacion formando hifas normales, pero los compartimentos subapicales
reinician el crecimiento y gemacion lateral mucho antes que la cepa silvestre, por lo que el tubo
germinativo comienza a separarse total o parcialmente del cuerpo celular (Gonzalez-Novo et al.,
2008)(Figura 38A). En la cepa sep7AA, la degradacién del septo primario durante el crecimiento hifal
ocurre mucho antes que en la cepa silvestre, por lo que los porcentajes de cuerpos celulares separados

del resto de la hifa son mucho mayores (Figura 38B).

Por tanto, el mutante sep7AA es una buena herramienta para determinar si Rho4 también es
necesario para activar la separacion celular en hifas. Si Rho4 participara el proceso de secrecion dirigida
al septo durante el crecimiento hifal, cabria esperar que la delecion de este gen redujera, total o
parcialmente, el alto porcentaje de hifas separadas que se observa en la cepa carente de SEP7. Por
tanto, se reemplazo la region codificante completa del gen SEP7 en cada uno de los alelos por los
casetes LHL y LAL (Duefias-Santero et al., 2019) en la cepa rho4AA. El mutante doble sep7AA rho4AA
se incubd en YEPD con suero 10% a 37°C para inducir la filamentacion. Posteriormente, se fijaron las
muestras de hifas silvestres, de los mutantes simples rho4AA y sep7AA y del doble mutante rho4AA
sep7AA a las 3,5 horas tras la induccion de la filamentacion y se determiné el porcentaje de filamentos

completos frente a cuerpos celulares separados.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 39. Como se ha descrito previamente, el
porcentaje de cuerpos celulares separados a las 3,5 horas de filamentacién fue del 7,6 % en la cepa
silvestre y cercano al 30% en el mutante sep7AA (Gonzéalez-Novo et al., 2008). El mutante rho4AA mostro
una ligera reduccion respecto a la cepa silvestre, como se comentd previamente. Finalmente, el

porcentaje de cuerpos celulares aislados que se observd en el doble mutante sep7AA rho4AA fue de
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Figura 39. El mutante rho4AA suprime el defecto en separacién de la cepa sep7AA. (A) Imagenes de
microscopia interferencial (DIC) de la cepa silvestre (RHO4), rhod4AA, sep7AA, y el doble mutante rho4AA sep7AA
tras 3,5 horas en condiciones de filamentacion. Barra de escala: 10 um. Las flechas indican cuerpos celulares
separados del resto de la hifa. (B). El doble mutante rho4AA sep7AA presenta un porcentaje de separacion celular
similar al de la cepa silvestre y al del mutante rho4AA, a diferencia del mutante sep7AA tras 3,5 horas de induccién
de la filamentacién. Los datos muestran la media + SEM de 3 experimentos independientes.

5,57 + 2,5 %, similar al del mutante rho4AA y al de la cepa silvestre (Figura 39B). Por tanto, estos datos
indican que la delecién de RHO4 suprime el defecto del mutante sep7AA y que Rho4 es necesario para
la correcta activacion de la separacion celular en las etapas tardias del proceso de filamentacion, de
forma similar a lo que ocurre durante el crecimiento en forma de levaduras, posiblemente implicado en

la secrecion de enzimas a la region del septo.

3.4. Rho4 se localiza en los septos y como puntos dinamicos en el cortex celular.

Con el fin de estudiar la localizacién de Rho4 se llevd a cabo la construccién de una cepa con la
proteina Rho4 marcada con GFP bajo el control de su propio promotor. Rho4, como todas las GTPasas,
contiene un sitio de prenilacién en el extremo C-terminal que es esencial para su anclaje a membranas
(Figura 40A) (Pérez y Rincén, 2010), por lo que es necesario marcarla introduciendo la GFP en el
extremo N-terminal. Por tanto, se construyd un plasmido que contenia el promotor de RHO4 (RHO4p)
delante de la region codificante de la GFP y se utiliz6 para insertar esta construccién en el locus RHO4
del genoma de una cepa heterozigética RHO4/rho4A mediante recombinacion homologa. Cuando se
analizé la fluorescencia de la cepa RHO4p-GFP-RHO4 mediante microscopia confocal, se comprobé
gue no era posible visualizar la proteina recombinante, aunque se probaron diferentes condiciones para
obtener las imégenes (Figura 40B). Adicionalmente, se observl que esta cepa presentaba un fenotipo
similar al del mutante nulo rho4AA, con un aumento significativo en el nimero de grupos de células
respecto a la cepa control (Figura 40B). Estos resultados parecian indicar que la construccion RHO4p-

GFP-RHO4 no se expresa correctamente o que la proteina de fusién no es funcional.

Para conseguir visualizar la proteina Rho4 en células vivas se utilizaron dos plasmidos diferentes
gue permiten marcar las proteinas en el extremo N-terminal con distintos promotores, los plasmidos pFA-
CdHIS1-AgTEFp-GFP(GA)6 y pFA-CaHIS1-MAL2p-GFP(GA)6 (Schaub et al., 2006). El
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Figura 40. (A). Esquema del plasmido pFA-SAT1-RHO4p-GFP usado para marcar RHO4 con GFP bajo en control
de su propio promotor (RHO4p) y de la construccién resultante tras insertarlo en el locus RHO4 del genoma. Se
indican los dominios RHO4 (azul oscuro) y la regién desordenada (amarillo), asi como la sefial de prenilacion del
extremo C-terminal. (B). Fenotipo de la cepa RHO4p-GFP-RHO4/rho4A crecida en YEPD a 28°C. Se muestran
imagenes de campo claro (DIC) y fluorescencia (GFP-Rho4). Barra de escala: 5 um. El grafico representa los
porcentajes de células formando grupos en la cepa silvestre (RHO4) y en la que contiene la construccion
RHO4p-GFP-RHO4 (RHO4p).

plasmido pFA-CdHIS1-AgTEFp-GFP(GA)6 contiene el marcador de seleccién HIS1 de Candida
dubliniensis y el promotor constitutivo del gen TEF1 de Ashbya gossypii (TEFp) controlando la expresién
de la GFP (Figura 41A). Tras la regién codificante de la GFP hay un conector (linker) de seis repeticiones
de los aminoacidos glicina (G) y alanina (A), para permitir el correcto plegamiento de la proteina de
fusion. El plasmido pFA-CaHIS1-MAL2p-GFP(GA)6 es similar al anterior, con la diferencia de que
contiene el marcador de seleccién HIS1 de C. albicans y el promotor inducible del gen MAL2 (MAL2p),
activado en presencia de maltosa (Figura 41A). Estos dos plasmidos fueron amplificados utilizando
oligonucledtidos que contenian regiones de unos 100 nucleétidos correspondientes a la regién promotora
de RHO4 y a los primeros nucleétidos de la regién codificante y se utilizaron para insertar la GFP por

recombinacién homdloga en el genoma de la cepa heterozigética RHO4/rho4A.

Cuando se analizé la fluorescencia de ambas cepas, se observd que Rho4 se localizaba como
puntos en la membrana celular y también en el cuello entre la célula madre y la hija (Figura 41B y C).
Sin embargo, en el caso de la cepa AgTEFp-GFP-RHO4/rho4A, la intensidad de la fluorescencia era
relativamente baja y s6lo se observaba en un bajo porcentaje de células. Ademas, el fenotipo de esta
cepa también se parecia al del mutante rho4AA, ya que existia un porcentaje elevado de cadenas de 3-
4 células (Figura 41B). Puesto que la proteina GFP-Rho4 era la Unica forma presente en la cepa AQTEFp-
GFP-RHO4/rho4A, estos resultados indicaban que el nivel de expresion que se obtenia usando el
promotor TEF1 de A. gossypii no era suficiente para corregir el defecto de separacién del mutante
rho4AA.
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Figura 41. Distintas construcciones para marcar RHO4 con GFP (A). Esquema de los plasmidos pFA-CdHIS1-
AQTEFp-GFP(GA)6 y pFA-CaHIS1-MAL2p-GFP(GA)6 usados para marcar RHO4 con GFP bajo en control de
promotores heterélogos y de la construccion resultante tras insertarlos en el locus RHO4 del genoma. Se indican
los dominios RHO4 (azul oscuro) y la regién desordenada (amarillo) (B). Fenotipo de la cepa AgTEFp-
GFP-RHO4/rho4A crecida en YEPD a 28°C. Barra de escala: 5 um. El gréfico representa los porcentajes de células
formando grupos en la cepa silvestre (RHO4) y en la que contiene la construccién AgTEFp-GFP-RHO4 (AgTEFp).
(C). Morfologia de la cepa MAL2p-GFP-RHO4/rho4A incubada en medio YNB con maltosa como fuente de carbono
y visualizacion al microscopio de fluorescencia de GFP-Rho4. Barra de escala: 5 pm.

En el caso de la cepa MAL2p-GFP-RHOA4/rho4A, se incubé en medio YNB (con los suplementos
de aminoéacidos necesarios) y maltosa como fuente de carbono para inducir el promotor MAL2. Mediante
analisis por microscopia se pudo determinar que Rho4 se localizaba en el cértex celular y también en el
cuello entre la célula madre y la hija durante la citoquinesis. Con esta construccién, era posible observar
la fluorescencia en la mayoria de las células, que presentaban un fenotipo silvestre con ausencia de
grupos de células, indicando que la proteina GFP-Rho4 era funcional y se expresaba correctamente bajo
el control de este promotor inducible (Figura 41C). Cuando se analiz6 la localizaciéon de GFP-Rho4 en el
cortex celular, se comprobd que formaba puntos o parches, la mayoria de los cuales eran altamente
dinamicos como se puede comprobar en el experimento mostrado en la Figura 42, en el que se

capturaron imagenes de un Unico plano de la célula cada 2 segundos.

Para determinar con mayor precision el momento en el que Rho4 aparecia en el septo, se marcé
la subunidad CDC10 del anillo de septinas con la proteina fluorescente mCherry en la cepa MAL2p-
GFP-RHO4/rho4A. Una vez construida la cepa, se realizaron estudios de microscopia a lo largo del
tiempo para analizar con detalle el patron temporal de la localizacién de GFP-Rho4 en la region del
cuello, utilizando la duplicacion del anillo de septinas como marcador temporal del inicio de la
citoquinesis. Estos estudios mostraron que Rho4 aparecia en el cuello en el momento en que el anillo
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Figura 42. La localizacion de Rho4 en el cértex celular es altamente dinamica. Analisis por microscopia de
fluorescencia a lo largo del tiempo de la fluorescencia de GFP-Rho4 en células de levadura de la cepa
MAL2p-GFP-RHO4/rho4A crecida en YEP con maltosa a 28°C. Las imagenes son un Unico plano en el centro de la
célula capturadas a los tiempos indicados (segundos). Barra de escala: 5 um. Se muestra también las mismas
imagenes coloreadas en falso usando la tabla LUT Fire de ImageJ, segln indica la escala de la derecha.

de septinas se engrosaba y comenzaba a duplicarse (Figura 43, flecha). Cuando se determind el tiempo
de llegada a esta region, se comprobd que Rho4 se detectaba unos 2,5 *+ 2,56 minutos (h=19) antes de
la duplicacién del anillo de septinas. Esta localizacién era transitoria, pues Rho4 permanecia unos 13,68
+ 2,81 minutos (n=19) en el septo antes de que la fluorescencia desapareciera. Estos resultados indican
gue Rho4 se localiza en la regién del septo en las etapas finales del ciclo celular, durante la citoquinesis,

lo que concuerda perfectamente con un papel en el proceso de separacion de las células madre e hija.

La localizacién de Rho4 durante el proceso de filamentacion también fue analizada mediante
microscopia. Para ello, se indujo la filamentacién de la cepa MAL2p-GFP-RHO4/rho4A CDC10-
mCherry/CDC10 en medio YEP con suero y maltosa como fuente de carbono y se analizé la
fluorescencia a los 45 y 90 minutos después de la induccion. En las etapas iniciales de este proceso
morfogenético, Rho4 también se localizaba asociado a la membrana celular, formando puntos mas o
menos definidos (Figura 44A). En algunas de las hifas incipientes, era posible observar un gradiente de
intensidad de la fluorescencia de GFP-Rho4, que parecia méas intensa en el apice de la hifa y se iba
reduciendo a medida que se acercaba hacia el cuerpo celular. Este gradiente es claramente visible
cuando se colorea en falso la imagen utilizando la tabla LUT Fire de ImageJ, como se muestra en la
Figura 44B (célula 1). Cuando se prolongaba la incubacién en condiciones de filamentacion, en algunas
hifas se mantenia la polarizacién de Rho4 (Figura 44B, célula 3), aunque en otras esa polarizacion era
menos evidente (Figura 44B, célula 2). Ademas de la localizacién cortical, GFP-Rho4 estaba presente
en algunos septos de la hifa (Figura 44A, flecha), aunque no en todos, posiblemente debido a que su

asociacion con esta estructura sea transitoria, como ocurre en levaduras.
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Figura 43. Rho4 se localiza en el cuello en el momento de la duplicacion del anillo de septinas. Analisis por
microscopia a lo largo del tiempo de fluorescencia de la septina Cdc10-mCherry y GFP-Rho4 en levaduras de la
cepa MAL2p-GFP-RHO4/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 (OL2924) incubada en YEP con maltosa a 28°C. Mezcla:
Cdc10-mCherry (rojo) + GFP-Rho4 (verde). Las imagenes son la proyeccion maxima de 3 planos adquiridos cada
0,5 pum, y cada 5 minutos. Barra de escala: 5 um. En la parte inferior se muestra un aumento de la zona del cuello
a lo largo del tiempo. La punta de la flecha indica el momento en el que Rho4 es visible en el cuello.

Para analizar con detalle el patron de asociacion de Rho4 al septo de las hifas, de nuevo se
realizaron experimentos de microscopia a lo largo del tiempo. Estos experimentos mostraron que la
asociacion de Rho4 al septo era transitoria y ocurria casi simultineamente con la duplicacion del anillo
de septinas (Figura 45), de forma similar a lo que ocurre en levaduras. Cuando se analiz6 el momento
de asociacién con el anillo de septinas, se comprobd que ocurria unos 1,07 + 3,15 minutos después de
la duplicacién del anillo, y que el tiempo de permanencia en el septo de las hifas era de 17,86 + 3,95
minutos (n= 28 hifas en ambos casos).

Los resultados obtenidos sobre la localizacion de Rho4 y el patron temporal de asociacion con el
septo, tanto en levaduras como en hifas, concuerdan perfectamente con el hecho de que Rho4

desempefie un papel en el proceso de separacién celular.
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3.4.1. Lalocalizacion de Rho4 no se encuentra afectada en los mutantes sep7AA.

Dadas las interacciones genéticas observadas entre Rho4 y Sep7, se analizé si la localizacién de
Rho4 se veia afectada por la ausencia de la septina Sep7. Para ello, se marcé Rho4 con GFP como se
ha descrito anteriormente en el mutante sep7AA, generando la cepa MAL2p-GFP-RHO4/RHO4 sep7AA.
Esta cepa se incubd en condiciones de filamentacion durante dos horas (YEP con maltosa y suero a

37°C), momento en que las células fueron analizadas mediante microscopia de fluorescencia.

45 min

B
. 4 . LUT: Fire

Figura 44. Rho4 se localiza en la membrana y en el septo en hifas. (A) Localizacion de GFP-Rho4 en hifas de
la cepa MAL2p-GFP-RHO4/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 (OL2924) incubadas en YEP con maltosa a 37°C en
presencia de suero durante 45y 90 minutos. Mezcla: Cdc10-mCherry (rojo) + GFP-Rho4 (verde). Las imagenes son
la proyeccién maxima de 3 planos adquiridos cada 0,5 um. Barra de escala: 5 um. La flecha indica la localizacién
Rho4 en el septo. (B) Imagenes de la fluorescencia de GFP-Rho4 durante el desarrollo hifal. Las imagenes se han

coloreado en falso usando la tabla LUT Fire de ImageJ, segun indica la escala de la derecha.
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Como puede observarse en la Figura 46, es posible visualizar GFP-Rho4 en los septos de las hifas, de
forma similar a lo descrito en la cepa silvestre (Figura 44). Por tanto, Sep7 no es necesario para la
asociacion de Rho4 al septo de las hifas.

3.4.2. La localizacién de Rho4 no depende de la actividad de Chk1.
Como se ha descrito anteriormente, Rho4 se localiza transitoriamente en los septos, tanto en

levaduras como en hifas, en el cortex de las yemas en crecimiento y en el apice de las hifas. Ya que

Rho4 es un posible sustrato de Cbk1, esta localizacion podria verse afectada en un mutante carente de
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Figura 45. Rho4 aparece en el cuello en el momento de la duplicacién del anillo de septinas. Analisis por
microscopia de fluorescencia a lo largo del tiempo de la septina Cdc10-mCherry y GFP-Rho4 en hifas de la cepa
MAL2p-GFP-RHO4/rho4A CDC10-mCherry/CDC10. La induccion de la filamentacion se realizé en YEP con maltosa
y suero 10% a 37°C y se incubaron durante dos horas antes de comenzar el experimento. Mezcla: Cdc10-mCherry
(rojo) + GFP-Rho4 (verde). Las imagenes son la proyeccion maxima de 5 planos adquiridos cada 0,5 um, y cada 5
minutos. El triangulo sefiala el momento de la duplicacion del anillo de septinas. Barra de escala: 5 um. En la parte
inferior se muestra una ampliacion de la zona del cuello a lo largo del tiempo.
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MAL2p-GFP-RHO4/RHO4 sep7AA
DIC GFP-Rho4

Figura 46. La localizacion de Rho4 no se ve alterada por la ausencia de la septina Sep7 durante la
filamentacion. Analisis por microscopia de contraste interferencial (DIC) y de fluorescencia de GFP-Rho4 en hifas
de la cepa MAL2p-GFP-RHO4/RHO4 sep7AA (OL2982) crecidas en YEP con maltosa y suero a 37°C durante 2
horas. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccién maxima de 3 planos adquiridos cada 0,5 um. Las flechas
indican la localizacién de GFP-Rho4 en el septo. Barra de escala: 5 um.

esta actividad kiinasa. Para estudiar esta posibilidad, se marcé Rho4 con la proteina fluorescente GFP,
usando la misma construccion que en las cepas anteriores (con el promotor del gen MAL2), en la cepa
cbkl-as/cbklA. Los transformantes se incubaron en condiciones que inducen el crecimiento
levaduriforme (YEP con maltosa a 28°C) o la flamentacion (YEP con maltosa y suero a 37°C) antes de

afiadir el anadlogo 1INM-PP1 o DMSO a los cultivos.

Como puede observarse en la Figura 47, la distribucion de Rho4 no se veia alterada
significativamente tras la inhibicion de la actividad de Cbk1, ya que se observaba tanto asociada a los
anillos de septinas como al cértex celular. La Unica diferencia observada fue que, en levaduras, la
fraccion de GFP-Rho4 asociada a la membrana plasmatica parecia ser un poco mas abundante que en
presencia de DMSO y se distribuia de forma mas homogénea a lo largo de las células madre e hija. Este
defecto posiblemente sea debido a la pérdida de la polaridad que tiene lugar en ausencia de Cbkl1.
Aunque no se ha analizado si la ausencia de la actividad kinasa Cbk1 afecta al tiempo de permanencia
de Rho4 en el cuello de las células, estos resultados ponen de manifiesto que Rho4 es capaz de
concentrarse en esta region de la célula de forma similar a la cepa silvestre, lo que indica que Cbk1 no

es esencial para su asociacion al anillo de septinas.

3.5. Los posibles sitios de fosforilacion por Cbk1 son importantes en levaduras e hifas.

Como se coment6 en el Capitulo 1, el andlisis de la secuencia de Rho4 muestra que posee 3 sitios
de fosforilacién que se ajustan al consenso descrito para las NDR quinasas como Cbkl (Mazanka et al.,
2008) en los residuos S274, S278 y S292 (Figura 19 y 48A), que se localizan juntos cerca del extremo
C-terminal. En el estudio global del fosfoproteoma de C. albicans durante la filamentacion (Willger et al.,

2015) se encontré que Rho4 (Crll) esta fosforilada en siete serinas o
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MAL2p-GFP-RHO4/RHO4 cbk1-as/cbk1A
+DMSO +1NM-PP1

DIC GFP-Rho4 DIC GFP-Rho4

Figura 47. Lalocalizacién de Rho4 no se ve alterada en ausencia de la actividad kinasa de Cbk1. Analisis por
microscopia de contraste interferencial (DIC) y de fluorescencia de GFP-Rho4 en levadura e hifas de la cepa cbk1-
as/cbk1A MAL2p-GFP-RHO4/RHO4 (OL2922) crecidas a 37°C en presencia de suero. Las células de levaduras
fueron incubadas en YEP con maltosa a 28°C durante 2 horas en presencia de DMSO o de 25 pyM 1NM-PP1. Para
las hifas, se indujo la filamentacion durante 2 horas en YEP con maltosa a 37°C antes de afiadir DMSO o 25 uM
1INM-PP1 y se continué la incubacion 30 minutos més. Se muestran imagenes de campos de células y detalles de
células individuales. Las imagenes de fluorescencia son la proyeccion méaxima de 3 planos adquiridos cada 0,5 pm.
Barras de escala: 5 pm.

treoninas en esta fase del crecimiento, y una de ellas coincide con una de las posibles dianas de Cbk1
(S292). Por tanto, se decidid investigar si los tres residuos potencialmente sustratos de Cbkl eran
importantes para la funcion de Rho4. Para abordar este objetivo, las serinas en posiciones 274, 278 y
292 se sustituyeron por el residuo no fosforilable alanina o por acido glutdmico mediante la técnica de
PCR recombinante, disefiando oligonucleétidos que introducian los cambios a Ala (A) o a Glu (E) que se
usaron para amplificar el gen RHO4 desde el genoma. Los fragmentos recombinantes con las
mutaciones se clonaron en el vector pFA-ARG4 (Gola et al., 2003) para su posterior insercion en el
genoma de la cepa RHO4/rhod4A (Figura 48B), generando las cepas mutantes rho4-3A/rhodA y

rho4-3E/rho4A. La presencia de las mutaciones en el genoma se confirmé por secuenciacion.
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Para comprobar si las proteinas mutantes se expresaban al mismo nivel que la silvestre y si
existian diferencias en el patron de movilidad electroforética entre las distintas variantes, se marcaron
las distintas variantes con el epitopo c-myc en el extremo amino. Para ello, se construyé el plasmido
pFA-CdHIS1-MAL2p-myc(GA)6 para marcar la proteina Rho4 con el epitopo c-myc en su extremo N-
terminal en las distintas cepas heterocigoéticas (RHO4/rho4A, rho4-3A/rhodA y rho4-3E/rhodA). De esta
forma, se generaron las cepas MAL2p-myc-RHO4/rho4A, MAL2p-myc-rho4-3A/rho4A y MAL2p-myc-
rho4-3E/rho4A. Estas cepas se incubaron en condiciones que favorecen el crecimiento en forma de
levaduras o de hifas y se prepararon extractos proteicos para su andlisis por Western blot usando
anticuerpos anti-myc. Los resultados mostraron que las proteinas rho4-3A y rho4-3E se expresaban de
forma similar a la proteina silvestre Rho4 (Figura 49). Cuando se compar6 la movilidad electroforética de
las distintas proteinas, se comprobd que la proteina rho4-3A tenia una movilidad superior a la de las
proteinas silvestre y rho4-3E tanto en levaduras como en hifas. Por tanto, aunque no se ha comprobado
que la fosforilacion dependa directamente de la NDR kinasa Cbkl, estos resultados
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Figura 48. Construccion de mutantes en los 3 posibles sitios de fosforilacién por Cbkl de Rho4. (A)
Representacion esquematica de los sitios consenso de fosforilacion por Cbkl presentes en Rho4 (circulos rojos),
en los residuos S274, S278 y S292. En la parte inferior se muestra la secuencia de Rho4 con los cambios
introducidos para generar los mutantes fosfodeficiente (rho4-3A) y fosfomimético (rho4-3E). (B). Esquema de la
construcciéon de las cepas rho4-3A/rho4A (OL2894) y rho4-3E/rho4A (OL2893). Los fragmentos recombinantes
conteniendo las mutaciones rho4-3A y rho4-3E se clonaron en el plasmido pFA-ARG4 y se usaron para reemplazar
el alelo silvestre en la cepa RHO4/rho4d:loxP  (OL2825), generando las cepas rho4-
3A::ARG4/rho4::loxP (OL2894) y rho4-3E::ARG4/rho4::loxP (OL2893).

78



Resultados

indican que alguno de los tres sitios se encontraria modificado in vivo en ambas condiciones de

crecimiento.

3.5.1. Las mutaciones en los posibles sitios de fosforilacién por Cbkl afectan a la separacion
celular en levaduras.

Una vez generadas las cepas deseadas y confirmado que las proteinas se expresaban de forma
similar a la proteina silvestre, se analizaron los fenotipos de estos mutantes durante el crecimiento
levaduriforme. Las células de las cepas rho4-3A/rho4A y rho4-3E/rho4A, crecidas hasta fase logaritmica
temprana se fijaron para su analisis microscépico. Como puede observarse en la Figura 50, el fenotipo
de los mutantes rho4-3A/rho4A y rho4-3E/rho4A es similar al fenotipo del mutante nulo rho4AA, ya que
el porcentaje de células formando cadenas de entre 3 y 10 células es significativamente superior al de
la cepa silvestre. Cabe destacar que en el mutante rho4-3A/rho4A los grupos de células presentaban
una mayor tendencia a agruparse entre si, formando grumos mayores a los observados en el mutante
rho4-3E/rho4A.

3.5.2. El mutante fosfomimético presenta hifas mas largas y gruesas.
Con respecto a las hifas, las cepas mutantes rho4-3A/rho4A y rho4-3E/rho4A junto con el control

silvestre y el mutante nulo se incubaron en YEPD con suero al 10% a 37°C durante dos horas, momento
en que se fijaron para su observacion al microscopio. El analisis microscopico de las distintas cepas
mostrd que no existian diferencias significativas entre las hifas de las cepas RHO4, rho4A/rhoA 'y rho4-
3A/rho4A, pero las hifas del mutante rho4-3E/rho4A parecian mas largas y gruesas que las de las otras

3 cepas (Figura 51).

Para confirmar estas observaciones preliminares, se determind la longitud y el grosor de las cuatro
cepas. Los resultados se muestran en las gréaficas inferiores de la Figura 51, y como puede observarse,
las hifas del mutante rho4-3E/rho4A son significativamente mas largas y anchas que las de

Levaduras Hifas
kDa WT 3A 3E WT 3A 3E
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55 — m <+ Rho4
- >
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Figura 49. Las proteinas mutantes tienen diferente movilidad electroforética, Las cepas MAL2p-myc-
RHOA4/rho4A (OL2972), MAL2p-myc-rho4-3A/rho4A (OL2958) y MAL2p-myc-rho4-3E/rho4A (OL2963) fueron
incubadas en condiciones que favorecen el crecimiento en forma de levadura (YEP con Maltosa a 28°C) o en
condiciones que inducen la filamentacion (YEP con Maltosa y suero 10% a 37°C durante 90 minutos). Los extractos
proteicos fueron separados en geles de acrilamida Bis-Tris (10%), transferidos a membranas de nylon y analizados
por Western blot con anticuerpos anti-myc. Las flechas indican las bandas correspondientes a Rho4.
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Figura 50. Los mutantes en los posibles sitios de fosforilaciéon por Cbk1 tienen defectos en separacion
durante el crecimiento en forma de levaduras. Fenotipo de las cepas RHO4 (BWP17), rho4AA (OL2824), rho4-
3A/rhod4A (OL2893), y rho4-3E/rho4A (OL2894) durante el crecimiento en forma de levaduras. Imagenes de
contraste interferencial (DIC). Barra de escala, 5 um. A la derecha, representacién gréafica del porcentaje de células
gue forman cadenas o grupos. Se muestra la media + SEM de 2 experimentos independientes.

la cepa silvestre (29,58 ym de longitud frente a 19,43 ym y 1,69 ym de grosor frente a 1,39 pm,
respectivamente). Estos resultados indican que la presencia de cargas negativas en los tres sitios

mutados favorece el crecimiento de las hifas.

3.5.3. Los mutantes en los sitios de fosforilacién corrigen el defecto de separacion de las hifas
de la cepa sep7AA.

Los resultados presentados en el apartado 3.3.1 indican que la delecién de RHO4 corrige en gran
medida el defecto de separacion de las hifas del mutante sep7AA a tiempos largos de filamentacion. Con
objeto de analizar si las dos mutaciones generadas en RHO4 presentaban la misma interaccion con la
cepa sep7AA, se construyeron las cepas rho4-3A/rho4A sep7AA y rhod-3E/rhodA sep7AA. Estas dos
cepas, junto con los controles, se incubaron en condiciones gque inducen la filamentacion (YEPD con
suero al 10% a 37°C) durante 3,5 h antes de fijar muestras para la cuantificacion de cuerpos separados
del resto de la hifa. Como se observa en la Figura 52, la cepa sep7AA presenta un porcentaje de
separacion cercano al 35%, que se reduce al 7% cuando se elimina el gen RHO4. Sorprendentemente,
tanto al mutante fosfodeficiente como el fosfomimético mostraron un comportamiento similar al del
mutante rho4AA, ya que el porcentaje de cuerpos separados se redujo al 10% y 4%, respectivamente.
Estos resultados indican que las proteinas mutantes corrigen la activacion temprana de la separacion
celular que ocurre en ausencia de la septina Sep7, y confirman que Rho4 juega un papel en el proceso

de separacion celular de las hifas cuando se reactiva el ciclo celular en los compartimentos subapicales.
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Figura 51. La mutacion fosfomimética genera hifas mas anchas y largas. Fenotipo de las hifas de las cepas
RHO4 (BWP17; 1), rhod4AA (OL2824; 2), rho4-3A/rho4A (OL2893; 3), y rho4-3E/rho4A (OL2894; 4) tras 2 horas de
induccién de la filamentacion en medio YEPD con suero al 10%. Imagenes de contraste interferencial (DIC). A la
derecha, se muestra una ampliacion de hifas individuales de las cuatro cepas. Barras de escala, 5 um. Las graficas
inferiores representan la longitud media y el grosor medio + SEM de las hifas. Los nimeros indican la media de
cada cepa y los 3 asteriscos las diferencias estadisticamente significativas (p< 0,0001, unpaired t-test).

3.6. Las proteinas rho4-3Ay rho4-3E se localizan en el septo con un patron temporal diferente
al de la proteina silvestre.

Rho4 se localiza en el plano de division y en el cortex celular, tanto en las levaduras como en
hifas. Para comprobar si las mutaciones en los sitios de fosforilaciéon alteraban su localizacion, se
marcaron con la GFP las cepas rho4-3A/rho4A y rho4-3E/rho4A utilizando el plasmido pFA-CaHIS1-
MAL2p-GFP(GA)6 como molde para generar los casetes de transformacion. Ademas, para estudiar el
patron temporal de asociacién de ambas proteinas con el septo, se marco las septina CDC10 con
mCherry. Las cepas asi construidas (MAL2p-GFP-rho4-3A/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 y MAL2p-
GFP-rho4-3E/rho4A CDC10-mCherry/CDC10) se incubaron en YNB con maltosa a 28°C hasta fase

exponencial temprana antes de fijarlas en camaras iBidi para su observacion al microscopio.

81



Resultados

1 2 3 4 5

(1 Cuerpos celulares separados
W Hifas enteras

Figura 52. Los mutantes en los sitios de fosforilacion de Rho4 revierten el defecto de separacion de la cepa
sep7AA. Imagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC) de las cepas silvestre (BWP17; 1), sep7AA
(OL2053; 2), rho4AA sep7AA (OL2891; 3), rho4-3A/rho4A sep7AA (OL2894; 4) y rho4d-3E/rho4A sep7AA (OL2893;
5) incubadas durante 3,5 horas en YEPD con suero al 10% a 37°C. Los asteriscos indican cuerpos basales
separados del resto de la hifa. Barra de escala: 10 um. La grafica indica el porcentaje de cuerpos celulares
separados en cada cepa.

Cuando se analiz6 la localizacion de ambas proteinas, se comprob6 que tanto GFP-rho4-3A como
GFP-rho4-3E tenian una distribucion similar a la proteina silvestre, estando presentes tanto en el cortex
celular como en el cuello (Figura 53), indicando que la mutacion de los 3 sitios fosofoaceptores no altera
gravemente la localizacién de la proteina. Sin embargo, si existian diferencias en el patron temporal de
asociacion de las proteinas mutantes en la region del septo. En ambos casos, se observo que GFP-rho4-
3A y GFP-rho4-3E llegaban al septo minutos antes de que ocurriera la duplicacién del anillo de septinas,
al contrario de lo que ocurre con la proteina silvestre, que es casi simultdneo (Figura 45).
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Figura 53. Las proteinas rho4-3A y rho4-3E se localizan en el cortex y cuello de las levaduras. Andlisis por
microscopia de fluorescencia a lo largo del tiempo de la localizacién de las proteinas mutantes GFP-rho4-3Ay GFP-
rho4-3E y de la septina Cdc10 (marcada con mCherry) en levaduras de las cepas MAL2p-GFP-rho4- 3A/rho4A
CDC10-mCherry/CDC10 (OL2953) y MAL2p-GFP-rho4-3E/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 (OL2954). Mezcla:
Cdc10-mCherry (rojo) + GFP-Rho4 (verde). Las imagenes de fluorescencia son la proyeccién maxima de 3 planos
adquiridos cada 0,5 pm. El tridngulo sefiala el momento de la duplicacion del anillo de septinas y el asterisco el
momento en el que se observa GFP-Rho4 en el septo. Barras de escala: 5 pm.

Para cuantificar con mas detalle esta diferencia temporal, se determiné el tiempo de llegada de
las distintas versiones marcadas con GFP al septo, tomando como referencia temporal el momento de
la duplicacién del anillo de septinas (T=0). También se calcul6 el tiempo de permanencia en el cuello.
Los resultados se muestran en la Figura 54. Como puede observarse en la Figura, tanto GFP-rho4-3A
como GFP-rho4-3E son visibles asociadas con el anillo de septinas antes de su duplicacion. La media
del tiempo de llegada (+ SEM) de GFP-rho4-3A es de -10,65 + 0,57 minutos (n=23) y para GFP-rho4- 3E
es de -9,64 + 0,724 (n=28), en comparaciéon con la proteina silvestre que se detecta casi
simultdneamente a la duplicacién (-2,5 + 0,57 minutos; n=20). En ambos casos, las diferencias
observadas con la proteina silvestre son estadisticamente significativas (p<0,0001; unpaired t-test).

Respecto al tiempo de estancia en el septo, también se observaron diferencias significativas,
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especialmente para la proteina GFP-rho4-3A. La media del tiempo de asociacion (+ SEM) es de 13,68
*+ 0,64 minutos (n=20) para Rho4, 22,39 + 0,76 minutos (n=23) para rho4-3A y 17,14 £+ 0,83 minutos
(n=28) para rho4-3E. La diferencia entre Rho4 y rho4-3A es altamente significativa (p< 0,0001; unpaired
t-test), mientras que entre Rho4 y rho4-3E es menor (p=0,0040). Estos resultados indican, por tanto, que
la modificacion de los 3 sitios fosfoaceptores es importante para controlar el patron temporal de

asociacion y separacion de Rho4 con el septo en células de levaduras.

También se analiz6 la localizacion de las proteinas GFP-rho4-3A y GFP-rho4-3E durante el
desarrollo hifal mediante microscopia a lo largo del tiempo. En las Figuras 55 y 56 se muestran dos
ejemplos de la distribucion de las proteinas en hifas. Como ocurre con GFP-Rho4, en los momentos
iniciales se localiza asociada a la membrana celular, con una mayor concentracion hacia la zona apical.
A medida que pasa el tiempo, la fluorescencia cortical es mas dificil de observar, posiblemente debido a
la perdida de fluorescencia por la irradiacion del laser hasta que finalmente aparece asociada a la region
donde se va sintetizar el septo. Dado que en levaduras se observaron importantes diferencias temporales

entre las tres proteinas, se realizé un analisis similar en hifas para determinar el
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Figura 54. Patron temporal de asociacion de las proteinas GFP-Rho4, GFP-rho4-3A y GFP-rho4-3E al septo
en células de levaduras (A) e hifas (B). Se muestran ampliaciones de la zona del septo de las distintas proteinas
Rho4 marcadas con GFP (G) y de la septina Cdc10-mCherry (C). Las imagenes de fluorescencia son la proyeccién
méaxima de 3 planos adquiridos cada 0,5 um y han sido alineadas usando como referencia la duplicacién del anillo
de septinas (T=0). A la derecha se muestran graficas con la cuantificacion del tiempo de llegada al septo y del
tiempo de permanencia en el mismo de las tres proteinas. Se indica la media + SEM en cada caso.

rho4-3E
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tiempo de llegada y el tiempo de permanencia en el septo. Los resultados mostraron que durante el
desarrollo hifal, las tres proteinas se asocian con el septo casi simultaneamente a la duplicacién del anillo
de septinas, usado como referencia temporal (Figura 54B).

T(min) o 10 90 100 110

ooo

Figura 55. La proteinarho4-3A se localiza en los septos de las hifas. Andlisis por microscopia de fluorescencia
a lo largo del tiempo de la localizacion de GFP-rho4-3A y Cdc10-mCherry en hifas de la cepa MAL2p-GFP-rho4-
3A/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 (OL2953). Las células se crecieron en YEP con maltosa y suero 10% durante 2
horas a 37°C. Mezcla: GFP-Rho4 (verde) + Cdc10-mCherry (rojo). Las imagenes son la proyeccion maxima de 5

planos adquiridos cada 0,5 pm. El triangulo sefiala el momento de la duplicacion del anillo de septinas. Barra de
escala: 5 pm.

Cdc10-Ch GFP-rho4-3A DIC

Mezcla
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Las medias (+ SEM) calculadas fueron de 1,07 + 0,59 minutos (n=28) para Rho4, 0,25 + 0,44
minutos (n=20) para rho4-3A y 0,0 + 1,01 minutos (n=19) para rho4-3E. Donde si se observaron
diferencias fue en el tiempo de permanencia, que fue mayor en ambas proteinas mutantes,

especialmente en rho4-3A. Las medias (x SEM) en este caso fueron de 17,86 + 0,74 minutos (n=28)

pIC

GFP-rho4-3E

Cdc10-Ch

Mezcla

Figura 56. La proteinarho4-3E se localiza en los septos de las hifas. Andlisis por microscopia de fluorescencia
a lo largo del tiempo (time-lapse) de la localizacion de GFP-rho4-3E y Cdc10-mCherry en hifas de la cepa MAL2p-
GFP-rho4-3E/rho4A CDC10-mCherry/CDC10 (OL2954). Las células se crecieron en YEP con maltosa y suero 10%
durante 2 horas a 37°C. Mezcla: GFP-Rho4 (verde) + Cdc10-mCherry (rojo). Las imagenes son la proyeccion
méxima de 5 planos adquiridos cada 0,5 pm. El tridngulo sefiala el momento de la duplicacién del anillo de septinas.
Barra de escala: 5 um.
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para Rho4, 28,25 = 1,27minutos (n=20) para rho4-3Ay 21,32 = 0,64 minutos (n=19) para rho4-3E.

Estos resultados indican que la fosforilacion/defosforilacion de los tres sitios estudiados parecen
regular el tiempo de asociacion de la proteina con el septo y también el momento del ciclo en el que
Rho4 se une a esta estructura en la forma levaduriforme.
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Capitulo 4. Estudio preliminar de la funcién del componente del exocisto
Exo84 durante el crecimiento polarizado en C. albicans.

Los resultados del Capitulo 2 indican que el mantenimiento del crecimiento hifal en C. albicans
depende de la NDR kinasa Cbk1, posiblemente a través de la regulacion de distintos componentes de la
magquinaria de polaridad. Uno de estos componentes es el exocisto, un complejo multiproteico
conservado evolutivamente compuesto por 8 subunidades (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5,
Exo70 y Exo084) que desempefia un papel conservado en la secrecidon de células eucariotas siendo
necesario para la fusiéon de vesiculas secretoras a la membrana plasmatica de las células en los sitios
de crecimiento activo (Chen et al., 2015; Nishida-Fukuda, 2019; Polgar y Fogelgren, 2018; Zeng et al.,
2017). En el caso de hongos y levaduras, las vesiculas de secrecion aportan el material necesario para
la expansion de la membrana plasmatica y para el ensamblaje de la pared celular que los rodea (Guo et
al., 2017; Polgar y Fogelgren, 2018; Zeng et al., 2017).

En S. cerevisiae, la subunidad Exo84 del exocisto es fosforilada por el complejo Clb2-Cdc28
antes de la transicion de metafase a anafase, lo que interrumpe el ensamblaje del exocisto, inhibe la
secrecion y detiene el crecimiento celular en metafase (Luo et al., 2013). También es sustrato directo del
complejo CIn-Cdc28 en la fase G1 tardia, lo que contribuye a la transicion G1/S (Duan et al., 2019). En
C. albicans, Exo84 también est4 regulado por Cdc28 y la ciclina Hgcl durante la filamentacién, siendo
necesaria esa fosforilacién para el crecimiento polarizado eficiente de las hifas (Caballero-Lima y
Sudbery, 2014). En este organismo, el complejo del exocisto se localiza en forma de media luna en la
punta de las hifas (Jones y Sudbery, 2010) y esta localizacién no se altera durante la mitosis (Caballero-
Lima y Sudbery, 2014).

En el Capitulo 1 de esta Memoria, se comentd que Exo84, ademas de los sitios de fosforilacion
por CDK, también contiene en su secuencia 3 sitios que se ajustan al consenso descrito para las NDR
kinasas (Mazanka et al., 2008), lo que puede ser tomado como una indicacién de que también podria
ser sustrato de esta kinasa. De hecho, se ha descrito que en S. pombe el ortélogo de Cbk1 (Orb6) regula
la actividad del exocisto fosforilando las subunidades Sec3 y Sec5, siendo necesaria esta modificacion
para la localizacién del complejo en las zonas de crecimiento de la célula y para la disolucion del septo
tras la citoquinesis (Tay et al., 2019). Dado que las subunidades Sec3 y Sec5 de
C. albicans no tienen sitios consenso de NDR kinasas, es posible que la regulacién de este complejo en
este organismo sea diferente a la de la levadura de fision y se ejerza a través de Exo84. Por ello se

decidi6 analizar si esta posibilidad era correcta.

4.1. Diferentes estrategias para la construccion de cepas con el gen EXO84 regulado por
tetraciclina.

Puesto que C. albicans es un organismo diploide y EXO84 es un gen esencial, no es posible
generar mutantes nulos exo84AA para utilizar como control, por lo que se decididé construir una cepa
heterozigotica que contuviera uno de los alelos del gen EXO84 delecionado y el segundo bajo el control
de un promotor regulable que pudiera ser apagado en el momento deseado. Se decidi6 usar el sistema

de expresion dependiente de tetraciclina descrito en el Capitulo 2 para la construccion del
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mutante condicional de ACE2, lo que supone usar la cepa PY173 que contiene el transactivador (proteina
de fusion entre la proteina represora de tetraciclina TetR y el AD de ScHap4) insertado en el locus ENO1
(Vernay et al., 2012). A partir de esta cepa, se construyeron inicialmente los derivados isogénicos TetOff-
EXOB84/EXO84 y TetOff-EXO84/ex084::10xP.

En primer lugar, se delecion6 uno de los alelos de EXO84 mediante la insercion del marcador
ARGA4 flanqueado por dos secuencias loxP (LAL) usando el plasmido pFA-LAL (Duefias-Santero et al.,
2019), generando la cepa exo84::LAL/EXO84 (Figura 57). El siguiente paso fue sustituir el promotor
nativo del gen EXO84 por el promotor regulable por tetraciclina tetO-ScHOP1p (TetOff) delante del alelo
silvestre tanto en la cepa exo84::LAL/EXO84 como en uno de los de la cepa silvestre PY173. Para ello,
se utilizé el plasmido pFA-URA3-Clox-HOP1p-5xmyc, construido amplificando el promotor TetOff desde
el genoma de la cepa P4452 (Vernay et al., 2012), que contiene el promotor regulable controlando el gen
MSS4 y clonandolo en el plasmido pFA-URA3-Clox. Mediante oligonucle6tidos especificos, se amplificd
el casete URA3-Clox-TetOff-5xmyc y se inserté en el genoma de las cepas mencionadas anteriormente,
obteniendo los derivados URA3-Clox-TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::LAL y URAS3-Clox-TetOff-5xmyc-
EXO84/EXO84. El paso final fue inducir la perdida de los marcadores flanqueados por secuencias loxP

activando la expresion del gen Cre presente en el casete, para

EX084

Cepa PY173
TetRScHAP4AD-3xHA _| EX084 |_

\ Delecién primer alelo

5w
—{ Exos4 |—

Insercion promotor TetOff l’

o

— uras-ciox)| Tero o] Ex0s4 —) uras-cioxp] Tero [ Ex0s4
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Teto [i] EX084 —)—{ 7e0 I Exos4
TetOff-5xmyc-EXO84/EX0O84 TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP

Figura 57. Esquema ilustrativo de la construccion de las cepas TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::l1oxP y TetOff-
5xmyc-EXO84/EX084 en fondo genético PY173. Se indica el promotor regulable por doxiciclina (TetO), el epitopo
5xmyc (m) y la secuencia repetida loxP (triangulo negro), asi como los distintos marcadores usados. Ver texto para
detalles. Cepas TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP (OL3196) y TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84 (OL3104).
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obtener derivados isogénicos auxotréficos que permitieran su posterior uso en nuevas rondas de
transformacion. De este modo, se obtuvieron las cepas TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP y TetOff-
5xmyc-EXO84/EXO84.

Antes de continuar con la construccion de las cepas que portaran los alelos fosfomimético y
fosfodeficiente de EXO84 insertados en el genoma, se procedié a comprobar que el sistema funcionaba
correctamente y que el alelo regulado se apagaba al afadir doxiciclina al medio de cultivo. Dado que
EXO84 es un gen esencial, se utilizé la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP para realizar una cinética
de crecimiento en presencia o0 ausencia de doxiciclina. La cepa se incub6 en medio YEPD a 28°C durante
15 horas en ambas condiciones, y en ese momento se realizaron diluciones de ambos cultivos para
continuar analizando su crecimiento. Como se observa en la Figura 58, a partir de las 15 horas de
incubacién con doxiciclina, la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP detiene su crecimiento, mientras

gue el cultivo sin la droga continua creciendo exponencialmente. Se fijaron células a las 23

15 1

—/\— YEPD
--/\-- YEPD + DOX

Figura 58. Crecimiento de la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP con y sin doxiciclina. El mutante
condicional se incubd en YEPD o YEPD + doxiciclina durante 15 horas a 28°C antes de diluir los cultivos en el mismo
medio para determinar la tasa de crecimiento con el promotor TetOff encendido (YEPD) o apagado (YEPD

+ DOX). En la parte inferior se muestran imagenes representativas de microscopia de contraste interferencial (DIC)
o tefiidas con calcofltor (CF) de la morfologia de las células crecidas durante 23 horas en ambos medios. Las
flechas indican cuellos engrosados y los asteriscos yemas pequefias. Barra de escala, 5 um. Cepa TetOff- 5xmyc-
EXO84/ex084::loxP (OL3196).
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horas y se tifieron con calcofltor para su andlisis mediante microscopia de fluorescencia. En la Figura
58 se muestra la morfologia de la cepa en ambas condiciones, y como puede observarse, tras el apagado
del promotor las células se vuelven mas redondeadas, con cuellos engrosados, y muchas células tienen
yemas muy pequefias, mientras que con el promotor encendido las células presentan una morfologia
similar a la de la cepa silvestre. Estos resultados indican que la regulacion del alelo condicional TetOff-
5xmyc-EXO84 funciona correctamente en presencia 0 ausencia de doxiciclina, por lo que se continué

con la construccion de las cepas con mutaciones en los posibles sitios de fosforilacion de Cbk1.

Para ello, se generaron los plasmidos que contenian los alelos exo084-3A y exo084-3E por
mutagénesis dirigida secuencial, ya que los tres sitios se encuentran muy separados en la proteina
(S118, T418y S511) (Figura 59); ver detalles en Materiales y Métodos. Una vez construidos, se amplificd
la region que contenia cada una de las versiones del gen exo84 mutado y el marcador reciclable URA3-
Clox con oligonucleétidos especificos para dirigir su integracion en el locus EXO84 del genoma de la
cepa TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84, con la intencion de construir las cepas mutantes condicionales
TetOff-5xmyc-EXO84/ex084-3A y TetOff-5xmyc-EXO84/ex084-3E. Estas construcciones permitian
apagar la expresion del alelo silvestre y estudiar los efectos de las mutaciones durante el crecimiento en

forma de levaduras o hifas, cuando eran la Unica fuente de Exo84 en la célula. Sin

TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84

EX084 ' URA3-Clox

— P EX084
pFA-EXO84-URA3-Clox
_+_ TetO ﬂ EX084 L
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h 4 b 4
ex084-3A ’ URA3-Clox r e
— exo84-mut ' URA3-Clox ”'—
pFA-ex084-3A-URA3-Clox l S n R I
Tt 1
ex084-3E ) URA3-Clox Pérdida del "'
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pFA-ex084-3E-URA3-Clox

— exo84-mut -’—
_.’_ TetO H EX084 L

Figura 59. Esquema de las construcciones utilizadas para insertar las distintas mutaciones de EXO84 en el
genoma de la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84. Se generaron las mutaciones exo84-3A y exo84-3E mediante
mutagénesis dirigida a partir del plasmido pFA-EXO84-URA3-Clox. Los fragmentos que contenian las distintas
mutaciones se transformaron en la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/EX084 (OL3104). Se indica el promotor regulable
por doxiciclina (TetO), el epitopo 5xmyc (m), la secuencia repetida loxP (triangulo negro) y las mutaciones
ex084-3A y exo84-3E (exo84-mut), asi como los distintos marcadores usados. Ver texto para detalles.
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embargo, tras numerosos intentos de insertar el casete mutante en el locus EXO84, no se consiguid que
ninguna de las dos mutaciones se integrara correctamente en el genoma de C. albicans. Por ello, se
penso que una de las posibilidades para explicar esta dificultad para construir las cepas deseadas podria
ser debida al hecho de que las proteinas mutantes fueran incapaces de soportar la viabilidad de las
células, o incluso estuvieran funcionando como alelos dominantes letales, ya que las trasformaciones
siempre se realizaron con el promotor TetOff encendido. Alternativamente, el defecto podria ser debido
a que la recombinacion genética en el locus EXO84, por alguna razon desconocida, es menos frecuente

gue en otros locus del genoma.

Para comprobar si alguna de las dos posibilidades era la verdadera, se decidié cambiar la
estrategia para la integracion de los alelos mutantes y elegir otro locus diferente del genoma para su
insercion. Recientemente, se ha descrito que el locus NEUT5L es una region neutra del genoma que
permite la integracion eficiente de ADN exdgeno y la expresion de genes a niveles similares a su
expresion en el locus nativo. Ademas, no se han detectado defectos de crecimiento o filamentacién en
las condiciones probadas tras la interrupcion de una copia del locus NEUT5L (Gerami-Nejad et al., 2013).
Por tanto, la region codificante del gen EXO84 que contenia las mutaciones fosfomimética y
fosfodeficiente se cloné en el vector pDIS-URAS3-Clox (Duefias-Santero et al., 2019) junto con su
promotor nativo amplificado a partir del genoma mediante ensamblaje. Ademas, se construyd otro

2 py TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP

| exo84-3A ' URA3-Clox }
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Figura 60. Esquema de la estrategia usada para insertar las distintas mutaciones de EXO84 en el locus
NEUTS5L de la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP. Las mutaciones exo84-3A y exo84-3E se transfirieron
desde los plasmidos pFA-ex084-3A-URA3-Clox y pFA-exo84-3E-URA3-Clox al vector pDIS-URA3-Clox (en la
Figura se muestra Unicamente el que contiene las mutaciones fosfodeficientes) bajo el control del promotor nativo
del gen EXO84 (P). Estos plasmidos se utilizaron para insertar los distintos alelos en el locus NEUT5L de la cepa
TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP (OL3196). Se indica el promotor regulable por doxicilicna (TetO), el epitopo
5xmyc (m), la secuencia repetida loxP (triangulo negro) y las mutaciones ex084-3A y exo84-3E (exo84-m),
asi como los distintos marcadores usados. Ver texto para detalles.
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plasmido que contenia la secuencia silvestre de EXO84 para utilizar como control. Los plasmidos
resultantes (pDIS-EXO84-URA3-Clox, pDIS-ex084-3A-URA3-Clox y pDIS-ex084-3E-URA3-Clox) se
utilizaron para transformar la cepa TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP e insertar los distintos alelos en el
locus NEUTS5L (Figura 60). En este caso si se obtuvieron transformantes que contenian las distintas
versiones del gen EXO84 insertadas en el genoma, lo que descarta que las dos mutaciones funcionen
como alelos dominantes negativos y apunta a la posibilidad de que hubiera problemas de recombinacion
en el locus EXO84 cuando se usO la estrategia anterior. Una vez confirmada la presencia de las
mutaciones en el locus NEUT5L por secuenciacion, se procedié a inducir la pérdida del marcador URA3-
Clox para generar finalmente las tres cepas isogénicas TetOff-bxmyc- EXO84/ex084::loxP
EXO84@NEUTS5L/NEUTSL, TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP ex084- SA@NEUTSL/NEUTSL y TetOff-
5xmyc-EXO84/ex084::loxP exo84-3A@NEUTSL/NEUTSL, que para simplificar denominaremos EXO84,
ex084-3A y exo84-3E, mientras que su parental TetOff-5xmyc- EXO84/ex084::loxP sera exo84A.

4.2. Caracterizacion del fenotipo de las cepas mutantes durante el crecimiento levaduriforme.
Una vez construidas las cepas apropiadas, se procedio a caracterizar el efecto de las distintas
mutaciones en el crecimiento de levaduras y durante la filamentacién. En primer lugar, se analizo el
efecto en levaduras determinando su tasa de crecimiento en presencia 0 ausencia de doxiciclina. Para
ello, las cuatro cepas se inocularon en medio YEPD o YEPD + Doxiciclina y se incubaron durante 15
horas, momento en el que se realizaron diluciones de los cultivos en el mismo medio y se analiz6 su

crecimiento midiendo la D.O. a 600 nm a lo largo del tiempo.

En ausencia de doxiciclina todas las cepas presentaron un crecimiento similar, no habiendo
diferencias significativas entre ellas; las tres cepas mutantes presentaron un crecimiento similar al de la
cepa silvestre (Figura 61A). Sin embargo, tras la incubacidn en presencia de doxiciclina si se observaron
diferencias de crecimiento. Como se mostrg en la Figura 58, el mutante exo84A cesaba su crecimiento
en estas condiciones, mientras que las cepas que contenian el alelo silvestre o el alelo exo084-3A
insertado en el locus NEUTS5L continuaban creciendo de forma similar, aunque menos que en presencia
de la droga. Es interesante que el mutante que contenia el alelo exo84-3E presentaba una velocidad de
crecimiento ligeramente superior a la de las otras dos cepas (Figura 61A). Para analizar su morfologia,
se fijaron muestras tras 23 horas de incubacién en presencia o ausencia de doxiciclina, se tifieron con
calcoflior y se analizaron por microscopia de fluorescencia. Como se muestra en la Figura 61B, la
morfologia de las cuatro cepas con el promotor TetOff encendido fue similar, con células levaduriformes
elongadas tipicas de C. albicans. Cuando se apago6 el promotor, las células del mutante exo84A tenian
la morfologia descrita anteriormente, y las células silvestres EXO84 tenian una morfologia similar a la
observada con el promotor encendido. Algo parecido ocurria en la cepa que portaba el alelo exo84-3E.
En el caso del mutante exo84-3A, a pesar de crecer de forma similar a la cepa silvestre (Figura 61A),
era posible observar algunas células més grandes y redondeadas que las de la cepa silvestre, pero no

llegaban a parecerse a las del mutante exo84A.
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Figura 61. Crecimiento de las cepas que contienen mutaciones en los posibles sitios de fosforilacion por
Cbk1 en Ex084 en presencia o0 ausencia de Doxiciclina. (A). Curva de crecimiento de las cepas TetOff-5xmyc-
EXO84/exo084::loxP (OL3196; ex084A), TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP EXO84@NEUT5L/NEUTSL (OL3211;
EXO84), TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP  ex084-3A@NEUT5L (OL3212; ex084-3A) vy TetOff-5xmyc-
EXO84/ex084::loxP ex084-3E@NEUTS5L (OL3214; ex084-3E) en YEPD con o sin doxiciclina. Las distintas cepas se
incubaron en YEPD o YEPD + doxiciclina durante 15 horas a 28°C antes de diluir los cultivos en los mismos medios
para determinar la tasa de crecimiento de las distintas cepas con el promotor TetOff encendido (YEPD) o apagado
(YEPD + DOX). (B) Imagenes representativas de microscopia de contraste interferencial (DIC) o teflidas con
calcoflior (CF) de la morfologia de las células incubadas durante 23 horas en ambos medios. Barra de escala, 5 um.
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4.3. Caracterizacion del fenotipo de las cepas mutantes durante el crecimiento hifal.

También se analizé la morfologia de las hifas tras apagar el promotor TetOff. Para ello, las cepas
ex084-3A y exo084-3E, junto con el control silvestre EXO84 y el mutante nulo exo84A, se incubaron en
YEPD con doxiciclina durante 15 horas antes de transferirlas al mismo medio
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Figura 62. Morfologia de las hifas que contienen mutaciones en los posibles sitios de fosforilacion por Cbk1
en Exo84 en presencia de Doxiciclina. Imagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC) representativas
de la morfologia de las hifas de las cepas TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP (OL3196; ex084A), TetOff-5xmyc-
EXO84/ex084::loxP  EXO84@NEUT5L  (OL3211; EXO84), TetOff-bxmyc-EXO84/ex084::loxP  ex084-
3A@NEUTSL/NEUTSL (OL3212; ex084-3A) y TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP ex084-3E@NEUTS5L (OL3214;
ex084-3E) incubadas a 37°C en YEPD con suero al 10% y doxiciclina durante 1,5 horas (A) o 3 horas (B). Barra de
escala, 10 ym. (C) Longitud media + SEM de las hifas a las 1,5 y 3 horas de induccion de la filamentacion. Los 3
asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0006, unpaired t-test).
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conteniendo suero al 10% y se incubaron a 37°C durante 1,5 y 3 horas, momento en que se tomaron
muestras y se fijaron para su observacion al microscopio. El andlisis microscépico de las distintas cepas
mostro que no existian grandes diferencias morfoldgicas entre las cuatro cepas ni alas 1,5 horas (Figura
62A) ni a las 3 horas (Figura 62B) de induccion de la filamentacién. En todos los casos, las hifas
presentaban paredes laterales paralelas sin engrosamientos apicales, indicacion de que las mutaciones

en los sitios de fosforilacién no alteran gravemente su patron de crecimiento.

Para profundizar un poco mas en la caracterizacion de estas cepas, se determind la longitud de
las cuatro cepas. Los resultados se muestran en la Figura 62C y, como puede observarse, a la hora y
media de filamentacion no existen diferencias significativas entre la longitud media las hifas de las cuatro
cepas. Sin embargo, a las 3 horas, las hifas del mutante exo84-3E son significativamente mas largas
que las de la cepa silvestre y el mutante exo84-3A (52,41 um frente a 45,34 ym y 42,37 um,
respectivamente). Estos resultados indican que la presencia de cargas negativas en los tres sitios
mutados favorece el crecimiento de las hifas en las etapas tardias de la filamentacion.

97






Discusion
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1. Funcién de la NDR kinasa Cbk1 en la fase de mantenimiento del
crecimiento hifal en C. albicans.

1.1. Laimportancia del crecimiento polarizado.

El objetivo principal del presente trabajo es profundizar en el estudio de los mecanismos por los
gue la NDR kinasa Cbk1 regula el crecimiento polarizado, usando como modelo de estudio el desarrollo
de las hifas en C. albicans. El crecimiento polarizado es la base sobre la que se asientan los procesos
morfogenéticos de todas las células, tanto procariotas como eucariotas, lo que les permite adoptar una
forma Unica y diferente de otras células. En ausencia de crecimiento polarizado, todas las células serian
esferas perfectas, similar a lo que ocurre en mutantes incapaces de polarizar su crecimiento. Este
proceso permite establecer dominios funcionales especializados en la célula gracias a una distribucion
asimétrica de proteinas y ARNms, y todas las células han desarrollado distintas maquinarias moleculares
para dirigir el crecimiento a un punto concreto de la superficie celular, tanto en respuesta a sefiales
externas como internas. Esta capacidad es fundamental para el desarrollo y funcion de células

especializadas, para la formacion de tejidos y de 6érganos en organismos pluricelulares.

En el reino de los hongos, el crecimiento celular polarizado es un comportamiento esencial en
varios procesos celulares, como la gemacion, la formacion de proyecciones celulares necesarias para la
conjugacién (shmoos) o para el desarrollo de las hifas (Pruyne y Bretscher, 2000). El crecimiento
polarizado de los hongos se produce por la insercion de material nuevo en la membrana plasmatica a
través de la ruta secretora y por la remodelacion de la pared celular. Dicho crecimiento puede
desencadenarse por sefiales internas, como la progresion del ciclo celular, o por sefiales externas, que
incluyen cambios en el entorno o la presencia de feromonas. La presencia de una sefial externa
desencadena el crecimiento polarizado, que tipicamente anula 0 enmascara el crecimiento dictado por
una sefial interna. Los principales ejemplos de crecimiento polarizado mediado por sefiales externas son
la formacion de los shmoos en S. cerevisiae y S. pombe o de las hifas en hongos filamentosos, incluidos
Neurospora crassa, Aspergillus nidulans y C. albicans (Bassilana et al., 2020; Biswas et al., 2007; Xie y
Miao, 2021).

El factor central para el establecimiento de la polaridad celular y para romper la simetria celular es
la GTPasa Cdc42, muy conservada entre diferentes especies de levaduras y que comparten un 80% de
similitud con el Cdc42 humano (Chiou et al., 2017; Goryachev y Leda, 2017). En S. cerevisiae, Cdc42 se
activa a través de un bucle de retroalimentacion positiva que involucra a la PAK kinasa y al GEF Bem1
para lograr acumulacion local de Cdc42-GTP en el sitio de la membrana destinado a ser polarizado
(Chiou et al., 2017; Miller et al., 2020). Cdc42-GTP recluta y concentra a las forminas Bnil y Bnrl, que
organizan los cables de actina polarizados desde el punto de crecimiento para el transporte de vesiculas
hacia esa zona, asi como a la maquinaria de exocitosis, lo que facilita la liberacién de su contenido en el
incipiente punto de crecimiento (Bi y Park, 2012; Howell y Lew, 2012; Miller et al., 2020).

El desarrollo hifal y el alargamiento progresivo de las hifas de hongos filamentosos estan

asociados con su patogenicidad durante la invasion de tejidos en mamiferos y plantas, como se ha
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descrito para C. albicans y A. gossypii (Desai, 2018; Kohli et al., 2008; Noble et al., 2017). La formacion
de hifas es impulsada principalmente por el ensamblaje de cables de actina polarizado hacia la punta y
por la exocitosis (Sudbery, 2011; Xie et al., 2020). Durante el mantenimiento posterior del crecimiento
de las hifas, las vesiculas de secrecién se depositan en una regién cercana a la punta llamada
Spitzenkoérper (Jones y Sudbery, 2010), que sirve como centro de suministro de vesiculas al apice
dependiente de los cables de actina (Taheri-Talesh et al., 2012). El polarisoma, por su parte, es un
complejo macromolecular que comprende cinco subunidades y participa en mdultiples actividades
celulares, siendo esencial para el crecimiento polarizado (Xie et al., 2020; Xie y Miao, 2021).

En todas las células eucariotas, las kinasas de la familia NDR (Nuclear Dbf2-Related)/LATS (LArge
Tumour Suppressor) son los efectores finales de rutas de transduccion de sefiales que regulan tanto la
polaridad celular como el ciclo celular (Hergovich, 2016; Hergovich et al., 2006). El objetivo principal de
esta memoria ha sido la caracterizacién de la funcion de la NDR kinasa Cbkl de
C. albicans que, como se ha comentado en la Introduccion, es el efector final de la ruta RAM (Regulation
of Ace2 and Morphogenesis), también conocida como ruta MOR (MORphogenesis-related NDR kinase
network), que es necesaria para el crecimiento hifal y para la formacién de biofilms (Gutiérrez-Escribano
et al., 2012; Maerz y Seiler, 2010; Saputo et al., 2012; Song et al., 2008). En levaduras existen dos NDR
kinasas que se encargan de coordinar los eventos finales del ciclo celular con la morfogénesis en
respuesta a sefiales intracelulares, conocidas como Cbkl y Dbf2/20 en S. cerevisiae y C. albicans
(Figura 12) y Orb6 y Sid2 en S. pombe.

1.2. Funcion de Cbkl en las dos etapas del proceso de filamentacion.

Estudios de diversos laboratorios indican que, en C. albicans, Cbkl es necesaria para coordinar
la separacion celular con el final de la mitosis, y juega un papel esencial en el inicio de la flamentacion
y el crecimiento polarizado de las hifas (Greig et al., 2015; Gutiérrez-Escribano et al., 2011; Lee et al.,
2015; Song et al., 2008). También regula otros procesos como la formacién de proyecciones sexuales
(Liang et al., 2020) y, mediante un andlisis de haploinsuficiencia, Saputo y colaboradores (2016) han
puesto de manifiesto que interacciona funcionalmente con una variedad de vias y procesos, incluida la
ruta PKA/AMPc, el ciclo celular, la mitosis y la polaridad celular (a través de proteinas relacionadas con
Cdc42).

Como se comentd en la Introduccién, Cbk1 presenta una funcién dual durante el desarrollo hifal
en C. albicans. En las etapas iniciales, es necesaria para inactivar a la proteina de union de ARNms
Ssd1, permitiendo la traduccién de un grupo de proteinas necesarias para la emergencia y formacion del
tubo germinativo. Una vez que se produce la primera mitosis y se forma el septo que separa el
compartimento basal del apical, Cbkl se necesita para el mantenimiento de un crecimiento polarizado
robusto, y esta funcién es independiente de Ssdl (Rojo-Dominguez, 2018) (Figura 16). El presente
trabajo parte de una colaboracién con el laboratorio de Dr. Jaime Correa en la Universidad de
Extremadura (UNEX) para caracterizar la funcion de Cbkl durante el mantenimiento del crecimiento
polarizado de las hifas. En su laboratorio se construyeron dos alelos mutantes de Cbk1, que han sido
unas herramientas esenciales para estudiar la funcion de esta kinasa durante la filamentacion. Uno de
ellos es el mutante cbk1-KD/cbk1A (Kinase-Dead), que presenta un fenotipo similar al del mutante

100



Discusién

cbk1AA, pero que es capaz de filamentar cuando se elimina la proteina Ssd1. El segundo es el mutante
condicional cbkl-as/cbk1A (Analog-Sensitive), cuya actividad kinasa puede ser inhibida rapidamente por
adicion del anadlogo de ATP 1INM-PP1.

Utilizando microscopia de alta resolucion a lo largo del tiempo, en el presente trabajo hemos
utilizado ambos mutantes para profundizar en el estudio de la funcidn de Cbkl en el desarrollo hifal de
C. albicans. Nuestros resultados confirman que su actividad kinasa es mas importante para el
crecimiento de las hifas tras la formacién del primer septo, e indican que en el desarrollo de las hifas
existen dos fases diferentes, una primera antes del ensamblaje del anillo de septinas que es
independiente de Cbkl (la tasa de crecimiento de las hifas CBK1/cbk1A y cbk1-KD/cbk1A es similar,
Figura 21), y una segunda fase tras la sintesis del septo que si es completamente dependiente de Cbk1.
En esta fase, la diferencia de crecimiento entre ambas cepas es significativa, y mientras que en la cepa
silvestre se produce un incremento en la velocidad de crecimiento (de 0,282 a 0,363 um/min), en el
mutante carente de actividad kinasa se produce una disminucion (de 0,203 a 0,156 ym/min). Ademas,
en este mutante el compartimento apical comienza a ensancharse perdiendo la morfologia tipica de las
hifas. Estos resultados sugieren que existen distintos mecanismos que controlan el crecimiento y la
secrecion polarizada hacia la punta de las hifas durante las dos etapas de crecimiento, una primera no

dependiente de Cbkl seguida de una fase dependiente de Cbk1.

Estas observaciones se confirmaron cuando se utilizé el mutante condicional cbk1-as/cbk1A para
determinar la tasa de crecimiento apical en presencia o ausencia del andlogo 1NM-PP1, mediante
microscopia a lo largo del tiempo. La velocidad de crecimiento en presencia de solvente fue de 0,1433
pm/min, que se redujo a la tercera parte (0,0427 ym/min) tras la inhibicion de la actividad kinasa. En este
caso no fue posible determinar el crecimiento antes y después del ensamblaje del primer anillo de
septinas, pues su sintesis no era sincronica en todas las hifas y la inhibicién de la actividad kinasa ocurria
rapidamente tras la adicién de INM-PP1, momento en el que comenzaba a producirse el engrosamiento
del compartimento apical. Una pregunta interesante que queda por resolver es si la inhibicion de Cbkl
Unicamente produce una pérdida del crecimiento apical o si también se detiene el crecimiento celular.
En los experimentos realizados, hemos determinado la tasa de crecimiento midiendo la longitud de las
hifas en cada tiempo, lo que permite determinar la velocidad de elongacion de la punta de la hifa, que es
claramente inferior tras la inhibicidn de la actividad kinasa (una media de 16 um en 100 minutos frente a
5 um respectivamente, Figura 22B), pero esto no es una indicacién de que el crecimiento celular se
detenga, pues las hifas se engruesan en ausencia de la actividad kinasa. Para contestar a esta pregunta
seria necesario, en el futuro, medir el volumen de los compartimentos apicales mediante microscopia

tridimensional.

La existencia de dos etapas de crecimiento durante el desarrollo hifal, una independiente de Cbk1
seguida de otra dependiente de Cbk1, es similar a lo descrito previamente para la subunidad del exocisto
Sec3 (Li et al., 2007). Los mutantes sec3A forman tubos germinativos mas o menos normales hasta la
formacion del primer anillo de septinas y a partir de ahi experimentan un cambio repentino de crecimiento
de apical a isotropico, lo que resulta en la formacion de compartimentos apicales globulares. Esto llevo
a proponer que el desarrollo de las hifas de C. albicans ocurre en dos fases: una
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fase independiente de Sec3 seguida de una fase dependiente de Sec3. Ademas, la delecién de las
septinas no esenciales CDC10 o CDC11 restaura el crecimiento polarizado de las hifas sec3AA. Estos
autores propusieron que, durante la formacion del tubo germinativo, las septinas que estan en la punta
de este atraen la exocitosis hacia esta zona, en un proceso que no necesita a Sec3. Mas tarde, cuando
se forma el primer anillo de septinas cerca de la punta, en las hifas silvestres se pondria en marcha un
mecanismo que dirige la exocitosis al apice y que anula la capacidad intrinseca de los anillos de septinas
para atraer la exocitosis, siendo este nuevo mecanismo dependiente de Sec3. En ausencia de Sec3, el
mecanismo no estaria operativo y el anillo de septinas atraeria la exocitosis hacia él, causando un

crecimiento abombado.

Nuestros resultados indican que, en este hipotético mecanismo que restringe la exocitosis al anillo
de septinas, también esta implicada la NDR kinasa Cbk1, que podria ser esencial para fosforilar algunas
de las proteinas implicadas en polaridad o secrecion, madificando su comportamiento o funcién a un
“modo especifico de hifas” que favorece el crecimiento altamente polarizado frente al patrén de
crecimiento especifico de levaduras. Por ello, cabe preguntarse qué proteinas podria estar regulando
Cbk1 en este proceso, y lo mas légico es pensar que deben ser algunos de los componentes de la
magquinaria de polaridad o secrecion, implicados en mantener focalizado el crecimiento hacia el pice de
la hifa. Algunas de estas proteinas podrian ser las que se recogen en la Figura 18 y que contienen
numerosos sitios de fosforilacion por esta kinasa, como el componente del polarisoma Spa2, la proteina

Bni4 necesaria para la sintesis de quitina o los reguladores de GTPasas como Rga2, Lrgl o Rom2.

1.3. Cbkl regula la localizacion de proteinas clave en el crecimiento polarizado.

Para profundizar en el estudio de los mecanismos a través de los cuales la kinasa Cbk1 regula el
crecimiento polarizado en la fase de mantenimiento del crecimiento hifal, se analizé qué ocurria con la
localizacién de algunas proteinas clave que regulan este proceso tras la inhibicién de la actividad kinasa,

mediante experimentos de microscopia a lo largo del tiempo.

El regulador principal del crecimiento polarizado en las hifas de C. albicans es la GTPasa Cdc42,
cuya dindmica es muy diferente en levaduras y en hifas. Durante el crecimiento de las levaduras, Cdc42
activo alterna su localizacion de apical a isotrépica dependiendo de la fase del ciclo celular, mientras que
en las hifas Cdc42-GTP se mantiene focalizado en la zona apical, observandose también de forma
transitoria en los anillos de septinas durante la formacion del septo (Corvest et al., 2013). Es interesante
destacar que Cdc42 presenta un posible sitio de fosforilacion por Cbkl, que ademas se localiza en el
denominado “Rho insert”, una region que distingue a las Rho GTPasas de las demas proteinas de la
superfamilia Ras, y que se ha implicado en la sefializacion intracelular de la GTPasa activa asociada a
la membrana (Wennerberg y Der, 2004). Esto sugiere que su dinamica y su funcion podrian estar
reguladas por Cbk1. Cuando se analiz6 la localizacion de Cdc42 activo usando el dominio CRIB (Cdc42
Rac Interactive Binding) de la proteina Gic2 de S. cerevisiae, adaptado para C. albicans, fusionado a la
GFP (Corvest et al., 2013) en el mutante condicional cbkl-as, se comprobd que la actividad kinasa de
Cbk1 es necesaria para mantener su polarizacién. En presencia del analogo 1INM-PP1, Cdc42-GTP se

localizaba en el 4pice de la hifa, aunque de forma menos focalizada, y se
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dispersaba por las paredes laterales (Figura 24), lo que en ultimo término producia su ensanchamiento.
Esto sugiere que Cbkl se necesita para mantener al Cdc42 activo concentrado en la punta de la hifa,
aunque esta regulaciéon podria ser indirecta a través de sus GAPs o GEFs, que también son posibles
dianas. Resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que la cepa cdc42-S135A, que contiene
la mutacioén del posible sitio de fosforilacion (HRQKLS) a alanina, produce hifas méas cortas que las de la
cepa silvestre, lo que apuntaria a una posible regulacion directa de Cdc42 por Cbkl durante el
crecimiento hifal (E. Duefias-Santero, comunicacion personal).

En la regulacion del crecimiento polarizado de las hifas también estan involucradas otras
estructuras como el polarisoma, el Spitzenkdrper y el aparato secretor, que se encuentran principalmente
localizados en el apice. El polarisoma esta formado por las proteinas Spa2, Bud6, Aip5, Pea2 y la formina
Bnil, que nuclea los cables de actina (Xie et al., 2020; Xie y Miao, 2021), y de ellas la mas estudiada en
C. albicans es Spa2. Células carentes de SPA2 presentan tubos germinativos mas anchos y cortos que
los de la cepa silvestre (Zheng et al., 2003). En C. albicans, Spa2 se regula de manera diferente en
funcién de la morfologia. En levaduras, la regulacion del polarisoma es similar a la de S. cerevisiae,
dependiente del ciclo celular, y se distribuye por toda la superficie celular de la yema hasta la formacion
del septo, momento en el que se trasloca a esta region (Zheng et al., 2003). Por el contrario, durante el
crecimiento en forma de hifas, se produce una reorganizacion del polarisoma, que se concentra en el
punto del cértex donde va a emerger el tubo germinativo y, posteriormente, se mantiene en el 4pice de
la hifa de manera independiente del ciclo celular (Crampin et al., 2005; Zheng et al., 2003).

Esta diferente localizacidén esté regulada por fosforilacién, ya que se ha demostrado que Spa2 es
un sustrato de Cdc28, asociado primero a la ciclina Clb2 y més tarde a la ciclina especifica de hifas Hgcl,
siendo esta fosforilacién necesaria para su localizacion en los sitios de crecimiento polarizado (Wang et
al., 2016). Ademas, su localizacién también depende de Mob2, el co-activador de Cbkl, ya que en un
mutante hipomorfo mob2-4A (que contiene mutaciones en cuatro sitios de fosforilacion por Cdc28), la
proteina Spa2 permanece en el cortex celular pero pierde su polarizacién (Gutiérrez- Escribano et al.,
2011). Spa2 es una proteina muy grande, de 1466 aa, que no presenta dominios conservados excepto
en el extremo N-terminal, donde se localiza un dominio GIT_SHD (Spa2 Homology Domain, IPR013724)
entre las posiciones 37 y 117. Las proteinas GIT son proteinas integradoras de sefiales con funcién
activadora de GTPasas, y estan involucradas en la organizacién del citoesqueleto en zonas de
crecimiento activo. Es interesante que los cuatro posibles sitios de fosforilacion por Cbk1/Mob2 en Spa2
se localizan inmediatamente después de este dominio (S121, S143, S153y S163), en unaregién variable
entre distintos hongos y levaduras, y ademas son especificos del género Candida (no estando presentes

en S. cerevisiae), lo que sugiere que su fosforilacion podria ser importante para el crecimiento hifal.

Cuando se analizé la localizaciéon de Spa2 en el mutante cbkl-as/cbkl1A, se comprobd que la
actividad kinasa de Cbk1 es esencial para el mantenimiento del polarisoma en el 4pice de la hifa, como
se ha observado previamente (Rojo-Dominguez, 2018). Cuando la kinasa estaba activa, Spa2 se

localizaba continuamente en el apice de la hifa, y durante la formacion del septo era posible observarla
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transitoriamente en esta regién, pero incluso en estos momentos el polarisoma apical permanecia
ensamblado en la punta, confirmando que su asociacion con esta region es independiente del ciclo
celular. Por el contrario, tras la inactivacion de la kinasa por adicion de 1INM-PP1, Spa2 lentamente
desaparecia del apice hasta desensamblarse completamente. Durante la formacion del septo, Spa2 se
concentraba en el plano de divisidn transitoriamente, para volver a acumularse en el apice de la hifa o
en el apice y en el cértex de la célula subapical al acabar la citoquinesis. Sin embargo, a partir de este
momento, el crecimiento de la punta o del compartimento subapical tenia las caracteristicas tipicas del
crecimiento levaduriforme, ya que se dispersaba por todo el cértex apical en lugar de mantenerse
focalizado, y la célula comenzaba a ensancharse, formando una yema apical. Estos resultados son una
indicacion clara de que la actividad kinasa de Cbk1 es esencial para que Spa2 (y por tanto el polarisoma)
adopte una conformacién especifica de hifas, necesaria para mantener el crecimiento polarizado
independiente del ciclo celular. Es posible que la fosforilacion de los cuatro sitios cerca del dominio
GIT_SHD sean necesarios para marcar a Spa2 y adopte una configuracion especifica de hifas, necesaria
para mantener su asociacion con la punta de la hifa de manera independiente del ciclo celular. Cuando
se inactiva la kinasa Cbkl, alguna fosfatasa debe eliminar esta marca en Spa2, promoviendo la
disociacion del polarisoma de la punta, de tal manera que cuando vuelve a asociarse con el cortex ya lo
hace con las caracteristicas tipicas del polarisoma de levaduras. Por tanto, sera muy interesante construir
un mutante en estos cuatro sitios (spa2-S121A-S143A-S153A-S163A) y analizar el fenotipo de las hifas

y la localizacién del polarisoma para confirmar esta hipétesis.

1.4. Cbk1ly la exocitosis.

La secrecidén polarizada hacia las zonas de crecimiento es otro proceso esencial para el
crecimiento de las hifas. Recientemente se ha descrito que el aparato secretor en C. albicans presenta
una organizacién diferente al de hongos filamentosos, y se organiza en distintos dominios. Desde la
envoltura nuclear emergen las membranas del reticulo endoplasmico en forma de laminas paralelas que
se extienden por la mayor parte de la longitud de la hifa. En la region subapical existe una regién de
membranas en forma de laminas mas cortas sin una orientacién aparente, con la organizacion tipica del
aparato de Golgi. Finalmente, en el 4pice se encuentra el Spitzenkdrper, compuesto por vesiculas
secretoras de tamafio uniforme (Weiner et al.,, 2019). Esta organizacion hace que el transporte de
vesiculas en C. albicans sea de corto alcance, entre el Spitzenkdrper y la membrana plasmatica, a
diferencia de hongos filamentosos y muchas células eucariotas altamente polarizadas en las que el

transporte de vesiculas tiene lugar a lo largo de la hifa y depende del citoesqueleto.

En C. albicans, por tanto, las vesiculas portadoras de nuevos materiales, como membranas y
enzimas implicados en la sintesis de pared celular necesarios para la expansion de la membrana, se
acumulan inicialmente en el Spitzenkorper, desde donde son reclutadas por el polarisoma para ser
transportadas hacia la superficie celular y fusionarse finalmente con la membrana plasmética gracias a
la accién del exocisto y de las proteinas SNARE (Jones y Sudbery, 2010).

El exocisto es un complejo proteico octamérico esencial en el paso final de la secrecion polarizada,
facilitando el anclaje (tethering) de las vesiculas secretoras a la membrana plasmética. Una vez

ancladas, la fusion de la membrana de la vesicula con la membrana plasmatica depende de las
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proteinas SNARE, que se localizan tanto en la cara externa de las vesiculas (v-SNAREs) como en la
cara interna de la membrana plasmética (t-SNAREs). Cuando las v-SNAREs interaccionan con las
t-SNARESs se produce la fusién de ambas membranas y su contenido se libera en el punto de fusion
(revisado en Risselada y Mayer, 2020; Yang y Margam, 2021).

En este trabajo hemos estudiado la dindmica del exocisto usando las subunidades Exo84 y Sec3
marcadas con GFP en la cepa cbkl-as/cbklA inactivando la kinasa una vez que se ha iniciado la
formacion del tubo germinativo. Los resultados obtenidos con ambas subunidades son similares, e
indican que cuando Cbk1 est& activa, el exocisto se localiza de manera continua en forma de medialuna
en la punta de las hifas, desaparece transitoriamente de la punta (0 su intensidad se reduce
considerablemente) y se localiza en el plano de division de la hifa durante la citoquinesis para volver a
posicionarse en el apice y continuar con el crecimiento apical. Este comportamiento es ligeramente
distinto al descrito previamente, donde se mostré que durante la formacion del septo es posible visualizar
a Exo84 simultaneamente en el plano de division y en la punta de la hifa (Caballero-Lima y Sudbery,
2014), aungue en esos experimentos no se usd microscopia a lo largo del tiempo. No es posible saber
si las diferencias se deben a la diferente técnica usada o al diferente fondo genético. El mutante cbk1-
as/cbk1A, incluso en ausencia de la droga, tiende a presentar un fenotipo similar al que se observa en
presencia de INM-PP1 en un porcentaje variable de hifas, lo que indica que es menos activo que la
proteina silvestre Cbkl, y esta menor actividad kinasa podria producir una despolarizacion temporal del
exocisto localizado en el apice de la hifa, explicando que no aparezca simultdneamente en ambas

localizaciones en nuestros experimentos.

Tras la inhibicién de la actividad de Cbkl, tanto Sec3-GFP como Exo84-GFP desaparecian
rapidamente de la zona apical y volvian a detectarse cuando se asociaban al anillo de septinas durante
la citoquinesis. Una vez concluida la formacion del septo, el exocisto retornaba de manera dispersa a la
punta de las hifas, que comenzaban a ensancharse generando una yema apical como se ha comentado
anteriormente, y en ocasiones también se acumulaba en los compartimentos subapicales activando la
formacién de yemas laterales. Estos datos son indicativos de que la actividad kinasa de Cbkl es

necesaria para mantener la polarizacién del exocisto en el apice de la hifa de forma continuada.

En C. albicans, de todas las subunidades del exocisto, Exo84 es la Unica que presenta sitios
posibles de fosforilacién por Cbk1, que se localizan a lo largo de la proteina (Figura 19), por lo que una
hipétesis muy atractiva es que la NDR kinasa regule la localizacion del exocisto a través de esta
subunidad. Ademas, estudios previos han demostrado que Exo84 es fosforilado por Cdc28-Hgcl y esta
fosforilacién es necesaria para una extension hifal eficiente (Caballero-Lima y Sudbery, 2014). Exo84
contiene tres sitios completos de fosforilacién por Cdc28, uno de los cuales se localiza dentro del dominio
PH (S384) y los otros dos lo flanquean (S256 y T488). Un mutante que contiene la variante exo84-3A
(S256A, S384A y T488A, que denominaremos exo84-3ACPX para distinguirla de las mutaciones en los
sitios de fosforilacién por Cbkl construidos en este trabajo) tiene graves defectos en el crecimiento,
mientras que la que contiene el alelo exo84-2ACPX (S256A y S384A) presenta un aumento significativo

en el nimero de pseudohifas y algunas tienen un tubo germinativo corto que se
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engruesa en la punta con un crecimiento menos polarizado. Ademas, las hifas, morfolégicamente
normales, crecen a una tasa que se aproxima a la mitad que la de hifas silvestres. Por el contrario, el
mutante exo84-3ECPX (S256E, S384E y T488E) soblo tiene un defecto leve en el fenotipo de las hifas, por
lo que propusieron que, en C. albicans, la fosforilacion de Exo84 por Cdc28-Hgcl es necesaria para el

crecimiento polarizado eficiente de las hifas (Caballero-Lima y Sudbery, 2014).

Basandonos en estos resultados, se decidié hacer una caracterizacion preliminar de la importancia
de los tres posibles sitios de fosforilacion por Cbkl en la funciéon del exocisto de
C. albicans, uno de los cuales también se localiza dentro del domino PH. Para ello, se construyeron
cepas condicionales que tenian un alelo EXO84 bajo el control de un promotor regulable por tetraciclina
(TetOff), de tal manera que cuando se apagaba su expresion, la Unica copia de EXO84 que contenian
eran las sustituciones en cada uno de los posibles sitios de fosforilacion por Cbk1l a alanina exo84-3A
(ex084-S118A, T418A y S511A) o acido glutamico exo84-3E (ex084-S118E, T418E y S511E). Durante
el crecimiento en forma de levaduras, cuando se apagaba la expresién del alelo silvestre, ambas cepas
mutantes presentaban una mezcla de células normales y células de mayor tamafio que la cepa silvestre
en proporciones variables. Es interesante que, durante la filamentacion, los efectos de las mutaciones
en los sitios de fosforilacion por Cbk1 son los opuestos a los descritos para los sitios de fosforilacién por
Cdc28-Hgcl. Asi, las hifas del mutante exo84-3A tenian una apariencia normal y eran indistinguibles de
las hifas silvestres por su aspecto y tamaio, a diferencia de las producidas por el mutante exo84-3APK,
gue son mas cortas y anormales. Por el contrario, las hifas del mutante exo84-3E eran mas largas y
gruesas que las de la cepa silvestre, mientras que las del mutante exo84-3EPK no presentan defectos
morfolégicos apreciables. Esto podria indicar que la fosforilacion en los sitios de Cbkl no es esencial
para el crecimiento de las hifas, pero la fosforilacibn constante de estos sitios aumenta la tasa de
crecimiento polarizado, quizas por aumentar la velocidad de fusién de las vesiculas con la membrana
plasmatica. En vista de estos resultados preliminares, sera necesario confirmar que su fosforilacién
depende realmente de Cbkl y como afectan ambas mutaciones a la localizacion del exocisto. También
seria interesante construir un mutante que combine las seis mutaciones en la misma proteina (exo84-6A

y ex084-6E) para analizar los efectos en la tasa de crecimiento de las hifas.

Ademas del exocisto, Cbk1l podria regular la exocitosis y secrecion a través de la sintaxina Sso2,
una de las t-SNARESs que se encuentra repartida por toda la superficie de la membrana celular. Esto se
debe a que recientemente se ha demostrado que Sec3, ademas de su funciébn como componente del
polarisoma también esta implicado en la formacién del complejo SNARE en S. cerevisiae (Yue et al.,
2017). Esta proteina contiene una region N-terminal auto-inhibitoria que se asocia con su dominio
SNARE e impide la interaccion con otras SNAREs. Cuando interacciona con la proteina Sec3 se produce
un cambio conformacional que la activa, permitiendo su union con la t-SNARE Sec9 para formar el
heterodimero funcional que interacciona con las v-SNAREs de las membranas de las vesiculas
secretoras (Yue et al., 2017). SSO2 es un gen esencial en C. albicans y cuando se reprime su expresion
durante el crecimiento hifal con un promotor regulado, genera hifas con las puntas abombadas similares
a las del mutante sec3AA y alas del mutante cbk1-as/cbkl1A tras la formacion del primer septo (Bernardo
et al., 2014).
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Sso02 también es una posible diana de Cbk1, ya que contiene un posible sitio de fosforilacion por
Cbk1 en el extremo N-terminal auto-inhibitorio (T117), por lo que también podria estar bajo la regulacion
de Cbkl. La inhibicion de la actividad kinasa del mutante cbk1-as/cbk1A no alteraba la localizacion de
Ss02, que seguia estando distribuido a lo largo de toda la membrana plasmatica en las hifas (datos no
mostrados), pero no podemos descartar que Cbkl esté fosforilando a Ssol Gnicamente en el apice de
los filamentos (donde se localiza Cbkl) para modular la interaccion de la sintaxina Sso2 con Sec9,
haciendo mas eficiente la formacién del complejo t-SNARE funcional.

1.5. Cbk1 y la endocitosis.

La endocitosis se produce en puntos concretos de la membrana plasmatica y es clave para
regular su composicion. Durante este proceso, las células recolectan material extracelular y proteinas de
superficie asociadas a la membrana plasmatica, como receptores, canales y proteinas de sefalizacion,
y las empaquetan en vesiculas que entran en el citosol. Estas vesiculas se fusionan con otros
compartimentos celulares internos, lo que permite el reciclaje o la degradacion de su contenido. La
maquinaria molecular implicada en este proceso es muy compleja y requiere de al menos 50
componentes proteicos diferentes que se ensamblan en un punto concreto de la membrana plasmatica,
en una ruta jerarquica y ordenada temporalmente (revisado en Goode et al., 2015). Estas proteinas
promueven el reconocimiento y la agrupacion de receptores, la remodelacion de la membrana y el
ensamblaje, siendo finalmente la actina el motor que genera fuerza para impulsar la invaginacion de la
membrana y la escisién de la vesicula. La actina se concentra en los sitios de endocitosis formando
estructuras asociadas a la membrana plasmatica denominadas parches corticales de actina, por lo que

son un buen indicador para estudiar el proceso de endocitosis.

En C. albicans, la proteina Abpl se localiza en la zona apical de la hifa y se encuentra asociada a
los parches de actina, por lo que se ha usado como marcador para estudiar su localizacion (Martin et al.,
2007). En este trabajo la hemos usado unida a GFP para estudiar la dinAmica y la localizacién de los
parches de actina en hifas y su dependencia de la actividad kinasa de Cbk1. Nuestros resultados indican
gue la actividad de esta NDR kinasa es esencial para el mantenimiento de los parches de actina en la
region apical de las hifas, pues tras la adicién del andlogo de ATP se despolarizaban y su nimero se
reducia, incluso llegando a desaparecer completamente en los primeros minutos tras la inhibicion. Este
hecho ocurria en un gran porcentaje de las hifas analizadas, aunque no hemos cuantificado el numero
de parches de actina presentes en las hifas en presencia de DMSO o de 1NM- PP1, porque el nimero
de planos capturados (3 planos en Z separados por 0,5 um) en los experimentos de time-lapse no cubren
todo el grosor de la hifa. Cuando se ensamblaban de nuevo a tiempos més tardios del desarrollo hifal,
se comportaban como lo harian en levaduras, reactivando el crecimiento de yemas apicales o laterales,

como se ha comentado para otros marcadores de polaridad.

Una pregunta que también queda en el aire es si, tras la inhibicion de la actividad kinasa de Cbk1,
se produce el completo desensamblaje de la maquinaria de endocitosis de la membrana o Gnicamente
se produce la disociacion de Abpl-GFP de la actina presente en los parches. Para responderla, sera
necesario usar otros marcadores de endocitosis, como algunas de las proteinas que se ensamblan en
las etapas iniciales del proceso antes que la actina, como Sla2 o Edel (Gale et al.,
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2009; Martin et al., 2007). Ademas, serd necesario comprobar que la desaparicion de los parches de
actina corticales resulta en una disminucidon de la tasa de endocitosis en ausencia de actividad kinasa
Cbkl. Para ello, deberian utilizarse dos colorantes diferentes. El Lucifer Yellow es una molécula
fluorescente que se usa como marcador de endocitosis de la fase fluida, ya que es internalizado y se
acumula en la vacuola (Basrai et al., 1990). El colorante anfifilico FM4-64 se utiliza para estudiar la
internalizacion de membranas, ya que tifie la membrana plasmatica y luego se integra en vesiculas
endociticas que finalmente acaban en la membrana vacuolar (Crampin et al., 2005). El uso de estos dos
colorantes permitira analizar el trafico endocitico antes y después de la inhibicion de Cbkl durante el

desarrollo de las hifas.

Otra pregunta interesante es qué ocurre con los cables de actina que se organizan desde el
polarisoma por la formina Bnil y contribuyen al transporte de las vesiculas desde el Spitzenkodrper hasta
la membrana plasmatica. El marcador usado en este trabajo para marcar la actina es la proteina Abp1,
gue se une a la actina de los parches, pero no a la que polimeriza en forma de cables. Para estudiar si
la inhibicion de Cbk1 también produce una desorganizacion de los cables de actina sera necesario usar
un marcador diferente como LifeAct. Este marcador ha sido utilizado con éxito en numerosos sistemas
y consiste en una fusion de los 17 primeros aa de la proteina Abp140 de S. cerevisiae con la GFP (Ried|
et al., 2008).

1.6. Cbk1ly la asimetria celular durante el crecimiento hifal.

En C. albicans, la divisién celular es asimétrica tanto en levaduras como en hifas, ya que la célula
madre y la hija tienen distinto comportamiento tras la citoquinesis. En levaduras, por ejemplo, la célula
apical (hija) activa la expresion de los genes especificos de hijas (DSEs) gracias a la acumulacién
asimétrica de Ace2 en su nlcleo, mientras que esto no ocurre en la célula subapical (madre) (Figura 63).
Durante la filamentacion, la célula subapical o madre detiene el ciclo celular tras la citoquinesis y se
gueda blogueada en fase G1, mientras que la célula apical (hija) continla creciendo y dividiéndose,
alargando el filamento (Gow y Gooday, 1987). Esta asimetria celular hace que haya una distribucion
asimétrica de algunos factores de transcripcion, como el represor Nrgl, que se acumula en los nucleos
subapicales haciendo que la expresibn de los genes especificos de hifas (HSGs) ocurra
mayoritariamente en el compartimento apical (Bermejo-Pulido, 2016) o Ace2, que se acumula de forma
inversa. Dado que durante el crecimiento hifal, la kinasa Cbkl se localiza altamente polarizada en el
apice de las hifas (Figura 63), nuestro modelo de trabajo es que se generaria un gradiente de actividad
de Cbkl desde la punta, que es necesario o contribuye a crear la asimetria entre los compartimentos

apical y subapical.

En este trabajo hemos caracterizado la localizacion del factor de transcripcion Ace2 durante el
crecimiento de las hifas, ya que en trabajos anteriores existia una cierta controversia sobre si su
localizacion esté restringida al nicleo de la célula apical (Bharucha et al., 2011) o se distribuye tanto en
el nacleo de la célula apical como en el de la subapical (Calder6n-Norefia et al., 2015; Kelly et al., 2004).
Nuestro trabajo demuestra claramente que se localiza en ambos compartimentos pero de manera
asimétrica, acumulandose preferentemente en la célula apical. También hemos demostrado que Cbkl

es responsable de generar este patrén asimétrico, pues tras inhibir su actividad se pierde la
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Figura 63. Ladivision celular en C. albicans es asimétrica. Tanto en levaduras como en hifas, la divisién celular
genera dos células con comportamientos diferentes. En levaduras, el factor de transcripcion Ace2 se acumula en el
nucleo apical (célula hija) mediante un mecanismo que depende de la fosforilacion por la kinasa Cbk1. Durante la
filamentacién, la mitosis también es asimétrica y genera dos nucleos diferentes: la célula subapical deja de crecer y
gueda bloqueada en G1 mientras que la apical sigue creciendo de forma hiperpolarizada y progresando a lo largo
del ciclo celular. Esto hace que los HSGs se expresen mayoritariamente en el compartimento apical, y también existe
una distribucién asimétrica de algunos factores de transcripcion como Nrgl, que se acumula en los nlcleos
subapicales, o Ace2 que lo hace en el apical. La NDR kinasa Cbk1 en hifas se localiza en el cortex de la célula
apical, altamente polarizada (verde), por lo que podria generar un gradiente de actividad kinasa responsable de la
asimetria. Las lineas blancas marcan la posicién de los septos (Imagenes de HSGs y Nrgl tomadas de Bermejo-
Pulido 2015. La imagen de Cbk1 muestra Cbk1-GFP y Sur7-mCherry en hifas tefiidas con calcofor).

asimetria y Ace2 pasa a localizarse en ambas células con una intensidad de fluorescencia similar. Por
tanto, al menos en el caso de Ace2, la hipotesis del gradiente de actividad de Cbkl necesario para la
asimetria si parece ser cierta, y lo mismo ocurre en levaduras, por lo que Cbk1 parece ser el responsable

de la localizacién asimétrica de Ace2 en ambas morfologias.

Una consecuencia de la inhibicién de la actividad de Cbk1 es que, tras la formacién del septo, en
muchos casos se produce una gemacion lateral en los compartimentos subapicales de las hifas, lo que
indica que el bloqueo del ciclo celular de estas células ha desparecido y se reactiva su crecimiento. Esto
indica que la actividad kinasa de Cbk1, directa o indirectamente, es necesaria para mantener el bloqueo
del ciclo de las células subapicales (Rojo-Dominguez, 2018), fosforilando diferencialmente algln sustrato
hasta ahora desconocido que para la progresién del ciclo celular en unas células mientras que permite

gue continde el crecimiento en otras.

Recientemente, se ha propuesto un posible candidato que estaria implicado en el bloqueo del ciclo
en el compartimento subapical y al mismo tiempo seria el encargado de suprimir la transicién de hifas a
levaduras, y ese candidato es el factor de transcripcion Ace2 (Wakade et al., 2020). Estos autores han
demostrado que un conjunto significativo de genes esta regulado positivamente en ausencia de Ace2, lo
gue sugiere que funciona directa o indirectamente como un represor de la expresion génica durante el
crecimiento de las hifas. Al mismo tiempo, los dos sitios de fosforilacion por Cbk1l que rodean al NES
de Ace2 son necesarios para su funcion y cuando se mutan a alanina (el
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mutante ace2-2A) se producen defectos en la separacion celular durante el crecimiento en forma de
levaduras y también un aumento en la formaciéon de yemas laterales en las hifas. En base a estos
resultados, han propuesto un modelo en el que una de las funciones del eje Cbkl-Ace2 seria la de

suprimir la transicion de hifas a levaduras (Figura 15).

Los datos de la localizacion de Ace2 en presencia o ausencia de la actividad de Cbk1 presentados
en este trabajo no parecen apoyar la idea de que Ace?2 funcione como un represor, ya que su abundancia
es mayor en el nacleo apical que en el subapical, lo cual resultaria en una mayor represion de los HSGs
en el tltimo compartimento de la hifa en lugar de en los basales. Ademas, tras la inhibicion de la actividad
de Cbkl, Ace2 se distribuye uniformemente en los dos compartimentos al tiempo que se activa la
gemacion lateral de las hifas, lo que tampoco concuerda con que funcione como un represor. Una
posibilidad es que exista una fosforilacion diferencial de Ace2 en ambos compartimentos dependiente
de Cbk1, y esto genere una diferente funcion de Ace2 en cada célula o le permita interaccionar de forma
diferencial con otros factores de transcripcion. De hecho, se ha descrito que el factor Efgl compite con
Ace2 por la unién a los promotores de los genes necesarios para la separacién celular reprimiendo su
expresion en hifas, y que esto depende de la fosforilacion de Efgl por el complejo Cdc28-Hgcl (Wang
et al., 2009). Por tanto, no podemos descartar completamente que Ace2 funcione como represor, ya que
podria interaccionar de forma diferente con los promotores de algunos genes dependiendo de su estado
de fosforilacién. Alternativamente, la diferencia podria ser debida a los distintos medios usados en ambos
estudios, ya que los experimentos de Wakade y colaboradores fueron realizados en medio Spider
mientras que en los nuestros hemos usado suero al 10% y 37°C como inductor de la filamentacion, y se
ha descrito que Ace2 es necesario para la formacién de filamentos normales en medio Spider, pero es
prescindible cuando se usa suero como inductor (Kelly et al., 2004), aunque Cbk1 es necesario para la

formacién de filamentos en ambas condiciones.

Para profundizar en el estudio de la funcién de Ace2 durante el crecimiento hifal en presencia de
suero y evaluar si la hipétesis de que Ace2 funciona como represor de la gemacioén lateral es cierta, se
delecionaron los dos alelos de ACE2 en la cepa cbkl-as/cbkl1A. Si Ace2 funcionara como un represor
de la gemacioén lateral, cabria esperar que su ausencia aumentara el nimero de yemas laterales que se
observan en el mutante cbkl-as/cbk1A tras la inhibicion de la actividad kinasa. Los resultados obtenidos
en nuestras condiciones de filamentacién no parecen apoyar esta posibilidad, ya que en el mutante doble
cbkl-as/cbklA ace2AA no se observé un aumento en la frecuencia de gemacién, sino mas bien lo
contrario, ya que este mutante produce mayoritariamente yemas apicales en presencia del analogo
debido al cambio del patron de crecimiento descrito del mutante cbkl-as/cbk1A. Sorprendentemente,
observamos que la longitud de las hifas era considerablemente menor en las cepas sin Ace2 que en la
control, lo que indica que en ausencia de la actividad de Cbk1 el factor de transcripcion Ace2 es necesario
para un crecimiento apical robusto. Ace2, por tanto, es relevante para el crecimiento polarizado de las
hifas cuando carecen de la actividad kinasa de Cbk1. Ya que el mutante ace2AA filamenta normalmente
en medio con suero y sus hifas son similares a las de la cepa silvestre (Calderon-Norefa et al., 2015),
es posible que en ausencia de la fosforilacion dependiente de Cbk1, Ace2 esté induciendo la expresion

de algunos genes que en condiciones normales no hace, y
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cuyos productos activarian el crecimiento de las hifas.

Un dato que hay que considerar es que los resultados observados en la cepa cbkl-as/cbk1A
ace2AA estaban parcialmente oscurecidos por el hecho de que la delecién de ACE2 resulta en un defecto
en la separacion de las células de levaduras, por lo que cuando se induce la filamentacion la observacion
microscopica de hifas completas es dificil. Por ello, se tratd de construir una cepa en la que la expresioén
de ACE2 estuviera regulada por un promotor condicional que permitiera apagar su expresion en el
momento deseado para evitar la formacion de grumos. En esta cepa, también se plante6 aumentar la
expresion del alelo sensible al analogo de CBK1, ya que incluso en ausencia de INM-PP1 algunas de
las hifas presentan un fenotipo mutante, indicacién de que su actividad kinasa es menor que la de la
proteina silvestre. Desafortunadamente, el promotor elegido para aumentar la expresién del alelo cbk1-
as (el promotor MET3p regulable por metionina) ha resultado funcionar peor que el promotor nativo de
CBK1 durante la induccion de la filamentacion, ya que sus hifas tienen el fenotipo del mutante, por lo que
no se continud con la construccién de esta cepa. En el futuro, serd interesante tratar de mejorar su disefio
utilizando un promotor mas fuerte, aunque sea constitutivo, como por ejemplo el promotor del gen TDH3
(Nobile et al., 2008).

En resumen, nuestros resultados avalan la hipétesis de que Cbkl es necesario para generar la
asimetria durante la division de las hifas, contribuyendo a la acumulacion mayoritaria del factor de
transcripcion Ace2 en el nucleo apical, pero no apoyan la idea de que Ace2 esté funcionando como un

represor de la transicién hifa a levadura en las condiciones utilizadas en nuestros experimentos, ya que:

1. Ace2 se acumula mayoritariamente en el compartimento apical que continla creciendo
activamente, en lugar de en el subapical que se bloquea en G1. Esta distribucion es la contraria
a la que se espera para un represor, que deberia ser mas abundante en los compartimentos
subapicales, como ocurre con Nrgl, que se acumula en todos los ndcleos salvo en el apical
(Bermejo-Pulido, 2016). A pesar de ello, no podemos descartar que la pequefia fraccién del nlcleo
subapical actie como un represor y tenga una funcién diferente a la que desempefia en el apical
debido a una fosforilacién diferencial dependiente de Cbkl o a alguna otra kinasa que esté activa

en la célula subapical.

2. La inhibicién de la actividad kinasa de Cbk1 conduce a una distribucidén simétrica de Ace2 en los
nacleos apical y subapical, pero esto no reduce la frecuencia de formacién de yemas laterales, lo
que seria esperable si funcionara como represor de esta transicion morfologica.

3. La delecién de ACE2 no produce un aumento en el nUmero de yemas laterales cuando se inhibe
la actividad del mutante cbkl-as/cbk1A.

1.7. Cbkly las GTPasas de la familia Rho.

Rho4 es una Rho GTPasa de la familia Rho. Las proteinas de esta familia funcionan como
interruptores moleculares que controlan vias de transduccion de sefiales en las células eucariotas,
teniendo un estado inactivo cuando se unen a GDP y otro activo unido a GTP (revisado en Hall, 2012;

Pérez y Rincén, 2010). El cambio conformacional inducido por la unibn a GTP promueve una
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interaccion con sus proteinas diana (efectores), o que genera una respuesta celular. Una de las
funciones mas conservadas de las Rho GTPasas desde levaduras a humanos es la de controlar el
citoesqueleto de actina, aunque, ademas promueven otra amplia gama de actividades celulares. En

levaduras existen seis Rho GTPasas, de Rhol a Rho5 y Cdc42, que desempefian funciones diferentes.

Rho4 es una proteina no esencial en hongos y levaduras, aunque su funcion varia de unos
organismos a otros. La delecién de RHO4 en S. cerevisiae 0 A. gossypii no produce ningun fenotipo claro
(Matsui y Toh, 1992; Wendland et al., 2000). Por el contrario, la delecién de los homélogos en S. pombe
o en N. crassa indica que, en estos organismos, esta implicada en la septacion. En N. crassa, la delecion
de rho-4 anula la formacion del septo, mientras que el alelo activo dominante produce numerosos septos
muy préximos (Rasmussen y Glass, 2005). En la levadura de fisiébn S. pombe, Rho4 participa en la
morfologia celular, en la formacién del septo y en la integridad de la pared celular y se ha demostrado
gue regula la secrecioén polarizada de las glucanasas Engl y Agnl durante la separacion celular (Santos
et al., 2003; Santos et al., 2005), siendo también necesaria para la localizacién del exocisto en el plano
de division (Pérez et al., 2015). Los mutantes rho4A presentan el fenotipo de células encadenadas
incapaces de separarse (Santos et al., 2003) que se suprimen por sobreexpresion de las glucanasas
Engl o Agnly tienen un septo secundario excesivamente engrosado, lo que sugiere que también regula
la formacién del septo (Nakano et al., 2003).

En C. albicans, la delecion de RHO4 produce un fenotipo similar al observado en S. pombe, con
defectos en separacion celular que se corrigen por sobreexpresién de la endoglucanasa ENG1, pero no
por sobreexpresién de la quitinasa CHT3 (Dunkler y Wendland, 2007). Por tanto, parece que la funcién
de Rho4 durante la separacion celular se encuentra conservada entre S. pombe y C. albicans. Durante
el crecimiento en forma de levaduras, Rho4 se localiza en el cuello y, basado en esta observacion,
Dunkler y Wendland (2007) propusieron que su funcion seria la de establecer un nuevo eje de polaridad
regulado por el ciclo celular, necesario para atraer a las vesiculas de secrecion hacia esta nueva region
de crecimiento que aportan el material necesario para la sintesis del septo. En hifas, la cepa rho4AA no
tiene defectos en la capacidad de respuesta a suero ni en la separacion celular, comportandose como la
cepa silvestre, posiblemente debido a que la punta de la hifa y el sitio de formacién del septo no compiten
por el mismo conjunto de proteinas implicadas en polaridad o vesiculas secretoras al ser mayor la
distancia entre estos dos puntos que la distancia entre la punta de la yema y el cuello en levaduras
(Dunkler y Wendland, 2007).

Como se ha comentado en apartados anteriores, Rho4 presenta 3 posibles sitios de fosforilacion
por Cbkl que se localizan muy proximos en una region desorganizada cerca del extremo C-terminal
(S274,S278y S292; Figura 19) y que ademas son especificos del genero Candida, no estando presentes
en S. cerevisiae, S. pombe o0 A. gossypii, lo que sugiere que podrian desempefar alguna funcién
regulatoria especifica de Candida. Por ello, se decidi6 generar mutantes en esos tres sitios

fosfoaceptores para analizar si estos desempefian algun papel durante el desarrollo hifal.

Como primera aproximacion al estudio de la importancia de estos sitios, se construyd un mutante
rho4AA en el que poder estudiar los fenotipos generados por las mutaciones en los sitios
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fosfoaceptores. En este mutante, inicialmente se confirmd que existia un defecto de separacion similar
al descrito previamente, formando grupos de células (Dunkler y Wendland, 2007). En C. albicans, las
septinas actlan como proteinas de andamiaje para reclutar otras proteinas a la region del cuello de la
célula y asi asegurar la morfogénesis y la citoquinesis (Warenda y Konopka, 2002). Ya que Rho4 se
localiza en el lugar de formacion del septo de division, al igual que el anillo de septinas, se contemplé la
opcidén de que los defectos en separacion de las levaduras rho4AA pudieran deberse a un ensamblaje
defectuoso del anillo de septinas. Sin embargo, aunque en S. pombe la localizacion del exocisto y las
septinas depende de Rho4 (Pérez et al., 2015), no ocurre lo mismo en C. albicans, ya que no se
observaron diferencias significativas en el ensamblaje de los anillos de septinas, tanto sencillos como
dobles, lo que posiblemente sea debido al diferente patron de divisién entre ambas levaduras. Mientras
gue en C. albicans el anillo de septinas se ensambla al inicio del ciclo celular y marca el punto de
emergencia de la yema, en S. pombe se ensambla al final de mitosis en el centro de la célula, momentos

antes del proceso de la citoquinesis y la separacion celular.

Es interesante que las levaduras de los mutantes rho4-3A/rho4A y rho4-3E/rho4A recapitulan el
defecto del mutante nulo rho4AA, presentando un mayor nimero de grupos de células que la cepa
silvestre. Este defecto es incluso méas severo en el mutante rho4-3E/rho4A que en el mutante rho4AA, lo
gue podria ser una indicacion de que durante el crecimiento en forma de levaduras estos sitios estan
preferentemente defosforilados, aunque dado que la cepa rho4-3A/rho4A también presenta el mismo
defecto es dificil de interpretar el resultado, y podria ser debido a que ambas mutaciones alteran la
estructura de esta region, que se encuentra cerca del sitio de prenilacién de la proteina afectando a su

funcién o a su localizacion.

Cuando analizamos la localizacién de la proteina Rho4 marcada con GFP usando el promotor
MALZ2p durante el crecimiento levaduriforme, pudimos comprobar que se localizaba transitoriamente en
el plano division junto a las septinas cuando el anillo comenzaba a duplicarse, como se ha descrito
previamente (Duinkler y Wendland, 2007). Sin embargo, Rho4 también se localizaba en el cortex celular,
tanto de la célula madre como de la hija, en forma de puntos o parches corticales, algunos de los cuales
eran altamente dinamicos y otros se mantenian un poco mas tiempo asociados a la membrana. Esta
localizacién cortical no ha sido descrita previamente, quizas debido a su alto dinamismo y a la mayor
sensibilidad de las cAmaras actuales. Las proteinas mutantes GFP-rho4-3A y GFP-rho4-3E tenian una
distribucién similar, localizandose en el plano de division y también en el cértex celular asociados a la
membrana plasmética, de forma similar a la proteina silvestre, aunque en el caso del mutante
fosfomimético los parches corticales eran més difusos que en las otras dos proteinas. Ademas, las
mutaciones afectaban claramente al tiempo de llegada de las proteinas al septo, que en el caso de la
proteina silvestre ocurria casi simultdneamente con el momento en el que el anillo de septinas comienza
a duplicarse mientras que las proteinas rho4-3A y rho4-3E se asociaban al anillo de septinas unos 10
minutos antes de su duplicacion y se mantenian en esta zona mas tiempo que la proteina silvestre,
especialmente en el caso de rho4-3A. Estos resultados parecen indicar que la fosforilacidn de estos tres
sitios contribuye a regular la asociacion/disociacion de Rho4 con el anillo de septinas, aunque de nuevo
no es facil sacar conclusiones puesto que ambas tienen un efecto similar en lugar de opuesto, como

cabria esperar.
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Dado que nuestro interés se centra en el estudio del crecimiento polarizado y de su regulacion por
Cbk1, se analizé la funcién de Rho4 en hifas. Como se ha descrito previamente, los mutantes rho4AA no
presentaron defectos significativos en la respuesta al suero o en el crecimiento de las hifas, aunque
hemos podido demostrar que Rho4 también participa en el proceso de separacion de las hifas, utilizando
al mutante sep7AA como herramienta para su analisis.

En hifas, los anillos de septinas permanecen ensamblados en el plano de division tras la
citoquinesis al tiempo que la degradacion del septo se inhibe (Sudbery et al., 2004; Sudbery, 2011).
Durante la filamentacion, los anillos de septinas adquieren un estado especifico de hifas caracterizado
por la presencia de un ndcleo estable compuesto por las septinas Sep7, Cdc3 y Cdcl2 y una alta tasa
de intercambio de Cdcl0 con el citoplasma (Gonzalez-Novo et al.,, 2008). Esta modificacion de la
dinamica de los anillos depende de la septina Sep7 y de la ciclina especifica de hifas Hgcl, y esta
estrechamente relacionada con la inhibicion de la separaciéon celular. Se ha demostrado que el
intercambio de Cdc10 inhibe la translocacion de algunos activadores de la separacién celular a la region
del septo durante el crecimiento en forma de hifas. Este es el caso de la fosfatasa Cdc14, que se localiza
en el septo en las levaduras pero no en las hifas, y la translocacién de Cdcl14 al septo es una sefial
necesaria para activar el programa de separacién celular mediado por el factor de transcripcion Ace2
(Clemente-Blanco et al., 2006).

Los mutantes sep7AA son capaces de formar hifas, pero activan prematuramente la separacién
celular en hifas y los cuerpos celulares se separan del resto del filamento (Gonzalez-Novo et al., 2008).
Esto se debe a que la ausencia de Sep7 hace que se pierda la dinamica de Cdcl0 y los anillos de
septinas adquieren las caracteristicas propias de los de levaduras, reclutando a Cdcl4 al septo. La
utilizacion del mutante sep7AA, que activa la separacion de los compartimentos hifales, nos permitié
demostrar que Rho4 también participa en la separacion en hifas sin afectar al crecimiento apical continuo
caracteristico de este morfotipo de C. albicans. Las proteinas rho4-3A y rho4-3E también corrigen ese
defecto, aunque un poco peor en el caso del mutante fosfomimético, lo que de nuevo parece indicar que

su fosforilacién desempefia un papel en la regulacion de la funciéon de Rho4 en hifas.

Un fenotipo interesante que hemos observado durante la filamentacion es que las hifas que
contienen la variante rho4-3E son mas largas y anchas que las de las cepas que contienen la forma rho4-
3A o la proteina silvestre. Ademas, la proteina GFP-rho4-3E parece ser mas abundante en la membrana
plasmatica que rho4-3A y también se detecta en numerosas estructuras membranosas en el citoplasma
a lo largo de las hifas (comparar las imagenes de GFP-rho4-3A y GFP-rho4-3E de las Figuras 55 y 56).
Estos dos hechos sugieren que la fosforilacién de estos tres sitios podria promover la asociacion de la
proteina con las membranas del aparato secretor que se localiza a lo largo de la hifa (Weiner et al.,
2019), favoreciendo el crecimiento altamente polarizado de este morfotipo, posiblemente atrayendo las

vesiculas de secrecién hacia el 4pice con mayor eficiencia que las otras dos proteinas.

También hemos encontrado diferencias en la localizacion de Rho4 durante el desarrollo hifal con
respecto a observaciones anteriores. Se ha descrito que en C. albicans, Rho4 se localiza en los septos

de las hifas, pudiendo encontrarse en varios de ellos al mismo tiempo y no es detectable asociado a la
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membrana (Dunkler y Wendland, 2007). Sin embargo, en nuestros experimentos de microscopia a lo
largo del tiempo con GFP-Rho4 hemos encontrado que su asociacion con los septos es transitoria, como
ocurre en levaduras, y al mismo tiempo también se localiza en el apice de las hifas de forma altamente
polarizada, lo que de nuevo sugiere que podria desempefiar algun papel en el trafico de vesiculas

necesarias para el crecimiento apical de las hifas.

Los resultados de la microscopia a lo largo del tiempo obtenidos en cepas que contenian las
proteinas rho4-3A y rho4-3E también mostraron que se localizaban de forma transitoria en el septo de
las hifas, desapareciendo al completarse la citoquinesis. En estas condiciones de crecimiento, su
asociacion con el anillo de septinas no depende de los sitios de fosforilacion, ya que ambas proteinas
llegan de forma similar a la proteina silvestre, en el momento en el que ocurre la duplicacion del anillo
de septinas. Sin embargo, el tiempo de permanencia fue significativamente mayor en el mutante
fosfomimético rho4-3A que en las otras dos proteinas. Por tanto, en este trabajo demostramos que el
tiempo de asociacién de la proteina Rho4 con el septo de las hifas parece depender de la fosforilacién
y defosforilacién de los tres sitios mutados. Es interesante que, tanto en levaduras como en hifas, el
tiempo de permanencia del mutante fosfodeficiente en el plano de divisién es mayor que la proteina
silvestre, lo que sugiere que la fosforilacion de estos sitios promueve su disociacion de la zona del septo
en ambas condiciones de crecimiento, al tiempo que su fosforilacién seria necesaria para la localizacion
apical en la membrana, como se ha comentado anteriormente. Sin embargo, la localizacion de Rho4 en
ambos compartimentos no es dependiente de Chkl, ya que no se ve alterada gravemente cuando se
inhibe la actividad kinasa de Cbk1 en el mutante cbkl1-as/cbk1A. A pesar de ello, en este mutante podrian
existir defectos sutiles en el tiempo de asociacién al anillo de septinas o en el tiempo de permanencia

gue sera necesario analizar con detalle mediante experimentos de microscopia a lo largo del tiempo.

Cuando se analiz6 la movilidad electroforética de las distintas versiones, se comprobé que Rho4
podria sufrir una fosforilacion diferencial en funcién de su morfologia, ya que en levaduras presenta una
menor movilidad electroforética que en hifas. Ser4 necesario comprobar si esta fosforilacion depende
directamente de la kinasa Cbk1 tanto en hifas como en levaduras mediante el estudio de la movilidad
electroforética en una cepa cbk1AA o en el mutante cbkl-as/cbk1A en presencia o ausencia del inhibidor

de su actividad.
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1. El ensamblaje del primer anillo de septinas durante el desarrollo hifal de C. albicans marca el
final de la fase de germinacidn, que es independiente de la NDR kinasa Cbk1, y el inicio de la
fase de elongacion apical, en la que la tasa de crecimiento aumenta de forma dependiente de
su actividad kinasa.

2. Durante la fase de elongacion apical, la actividad kinasa es necesaria para mantener al
polarisoma y al exocisto concentrados en la zona de crecimiento de las hifas, asi como de los
parches de actina implicados en la endocitosis, aunque no afecta directamente a la localizacion
polarizada de Cdc42 activo.

3. La subunidad del exocisto Exo84 contiene 3 sitios consenso de fosforilacion por Cbk1 que no
son esenciales para el crecimiento filamentoso en C. albicans, pero cuya fosforilacion podria
contribuir a mantener una elongacion apical eficiente, aumentando la tasa de crecimiento
polarizado.

4. La kinasa de Cbkl también contribuye a generar la asimetria celular tras la mitosis, tanto en
levaduras como en hifas, siendo necesaria para la acumulacion del factor de transcripcion Ace2
en el nucleo de la célula apical. En ausencia de la actividad de Cbk1, Ace2 contribuye al
mantenimiento del crecimiento polarizado de los compartimentos hifales.

5. La represion de la transicion hifa-levadura al inicio de la flamentacion depende de Cbk1, pero
no de Ace2 cuando se usa suero bovino como inductor.

6. La GTPasa Rho4 es necesaria para la separacion celular tras la citoquinesis tanto en levaduras
como en hifas. Se localiza en el cértex celular durante todo el ciclo celular y en la region del
septo de forma transitoria durante la citoquinesis. Los tres sitios de fosforilacién por Cbk1l
regulan el patron temporal de asociacién con el anillo de septinas.

7. Los sitios de fosforilacion por Cbkl también son importantes para su funcién en la regulacién
de la separacién celular tanto en levaduras como en las hifas cuando se reactiva el ciclo celular
en los compartimentos subapicales. La presencia de cargas negativas en estos sitios también

favorece el crecimiento de las hifas.
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1. Microorganismos utilizados.

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizd el hongo Candida albicans como
microorganismo modelo. Los estudios descritos de morfogénesis y polaridad celular se realizaron con
cepas derivadas del fondo genético BWP17 (Wilson et al., 1999), cuyas caracteristicas genéticas y

procedencia aparecen detalladas en la Tabla 1.

Las células de Escherichia coli empleadas para la clonacién molecular y como hospedadoras de
los plasmidos utilizados proceden de la cepa DH5a. También se us6 la cepa comercial XL 1-Blue
SuperComp Cells (Agilent) para la obtencion de plasmidos construidos por mutagénesis dirigida en el
gen EXO84.

La conservacion de las cepas de levaduras se realizé a -80°C en crioviales con glicerol al 15%,

mientras que las cepas bacterianas fueron conservadas en glicerol al 50%.

2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Los medios de cultivo se prepararon con agua mili-Rho y se esterilizaron en autoclave. Asi
mismo, los medios s6lidos se hicieron agregando agar al 2% a los medios liquidos correspondientes.

- Crecimiento de C. albicans.

Para el crecimiento en forma de levadura, las células se incubaron a 28°C y se utilizaron los medios
YEPD (Bacto Peptona 2%, dextrosa 2% y extracto de levaduras 1%) o medio minimo YNB (dextrosa 2%
y Yeast Nitrogen Base 6,7%), suplementado con amino4cidos segln los requerimientos de cada cepa,

a concentraciones finales de 40 mg/L para arginina e histidina y de 80 mg/L para uridina.

Para el crecimiento hifal, las células se incubaron a 37°C en medio YEPD o YNB con suero fetal
bobino al 10%.

La inhibicion de cbkl-as se realizé incubando los cultivos celulares en YEPD o YNB con una
concentracion de 25 uM de 1INM-PP1 (ChemCruz) disuelto en DMSO.

La regulacién de Exo84 mediante la adicién de tetraciclina se realiz6 incubando las células en YEPD

con una concentracién de 25 mg/ml de doxiciclina.

- Crecimiento de E. coli.

Los cultivos bacterianos de E. coli crecieron a 37°C en medio LB (Luria Bertani), compuesto por
bactotriptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y cloruro de sodio al 1%. La seleccién de clones se

realiz6 mediante siembra en LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina.
3. Procedimientos generales de clonacién molecular.

3.1 Obtencién de ADN plasmidico.
Para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli, se empled el kit comercial de lisis alcalina
(NucleoSpin® Plasmid kit, Macherey-Nagel/™) purificando los extractos mediante columnas con

membranas especializadas de gel de silica segun las indicaciones del fabricante.
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3.2. Obtencién de ADN gendmico de C. albicans.

Para aislar el ADN de alto peso molecular se usé el método de extraccion fendlica con lisis
mecanica. Para ello se inocularon 5 ml de YEPD con las células de levadura y se incub6 toda la noche
a 28°C. Tras recuperar las células por centrifugacion, se resuspendieron en 0,2 ml de Tampén de rotura
(Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI pH 8,0 10 mM y EDTA 1 mM), 0,2 ml fenol-
cloroformo-isoamilico (25:24:1) y 0,3 gr de bolitas de vidrio (0,4 mm; Sigma-Aldrich); esta mezcla se agitd
4 minutos en vortex a méxima potencia. Al finalizar la ruptura, se afiadieron 0,2 ml de TE 1X alas células
rotas y se separo la fase acuosa de la fendlica centrifugando 5 minutos a 13000 rpm. La fase acuosa fue
transferida a un nuevo tubo que contenia 1 ml de etanol al 100% para después centrifugar 2 minutos a
13000 rpm. El precipitado se resuspendié en 400 ml de TE 1X y fue tratado con 30 ug de ARNasa, 15
minutos a 37°C. A continuacion, se afiadieron 10 pl de acetato de amonio 2,5 My 1 ml de etanol al 100%
y se mezclaron por inversion para precipitar el DNA que fue concentrado por centrifugacion a 13000 rpm
durante 2 minutos y secado a temperatura ambiente hasta la total evaporacion del etanol, para ser

resuspendido finalmente en 0,1 ml de TE 1X.

3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion de fragmentos de ADN se hizo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
en un termociclador MiniciclerTM (MJ Reasearch), usando diferentes polimerasas como KAPA HIFI
(KAPA Biosystems), Platinum™ Pfx DNA Polymerase (Invitrogen™), NZYTaq Il (Supreme NZYTaq Il 2x
Green Master Mix) y Dream Taq (Thermo Scientific) segun la fidelidad requerida. Para todas las enzimas,
la reaccion se realiz6 segun se indicaba en las instrucciones de la casa comercial. Por lo general, el ADN
fue desnaturalizado durante 5 minutos a 95°C seguido de 30-35 ciclos con los siguientes pasos: 30
segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura de anillamiento especifica de los oligonucleétidos
empleados, 1 minuto de extensién a 72°C por cada kilobase de ADN a amplificar y, para finalizar la

reaccion, 10 minutos de extension a 72°C.

3.4. Manipulacion del ADN vy ligacion.

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o por tratamiento con enzimas de restriccion se
analizaron en geles de agarosa (Agarose MP, Roche) tefiidos con Midori Green Advance DNA Stain
(Genetics) (0,05 pl/ml) preparado en tampdn TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5-7,8) a

concentraciones que oscilaban entre 0,7 y 1,5 %, segln el tamafio de los fragmentos a separar.

En todos los casos el ADN se digiri6 con las enzimas correspondientes siguiendo el protocolo de
la casa comercial y durante al menos 15 minutos a 37°C. El aislamiento y purificacion de los fragmentos
especificos de ADN, obtenidos por PCR o con enzimas de restriccion, se realizé con el kit NucleoSpin®
Extract Il (Macherey-Nagel, Direm, Germany). Para la clonacion de fragmentos de ADN se usaron

enzimas de restriccion, asi como la ligasa del fago T4 (Roche) y la fosfatasa alcalina (Merck).

Las reacciones de secuenciacion para la comprobacion de los plasmidos construidos se llevaron
a cabo en el Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamancay en el servicio de secuenciacion
de Eurofins Genomic.
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3.5. Construccion de plasmidos por ensamblaje.

En ocasiones, la construccion de plasmidos con diversos insertos se realizdé usando el kit de
ensamblaje de ADN NEBuilder High-Fidelity DNA Assembly (New England Biolabs) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para construir plasmidos con este método, es necesario utilizar
oligonucleétidos que generen regiones solapantes de unos 15-20 nucle6tidos entre los distintos
fragmentos a ensamblar y también con el vector linealizado en el que se desean clonar. Para el disefio
de los oligonucledtidos, en todos los casos se usO la herramienta NEBuilder Assembly Tool
(https://nebuilder.neb.com/), que también proporciona informacion sobre la temperatura de anillamiento
optima para cada pareja de oligonucleodtidos. Los distintos fragmentos de PCR se amplificaban a partir
de ADN gendémico o de plasmidos, usando la polimerasa Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs). La concentracion de ADN de las distintas reacciones se cuantificaba usando un
Espectrofotémetro NanoDrop™ (Thermo Scientific) y se preparaban las reacciones de ensamblaje
siguiendo las instrucciones del kit, con las cantidades de vector e inserto adecuadas segun el nimero
de fragmentos a ensamblar. Las reacciones se incubaron con la NEBuilder HiFi DNA Assembly Master
Mix en un termociclador a 50°C durante 15 minutos (si se ensamblan menos de 3 fragmentos con el
vector) o durante 60 minutos (si se ensamblan mas de tres fragmentos). Transcurrido el tiempo de la
reaccion, el producto se transformaba en células competentes de E. coli DH5a usando 2 ul de la reaccién

de ensamblaje.

3.6. Generacion de mutaciones puntuales.

La construccion de las mutaciones fosfomimética y fosfodeficente en el gen EXO84 se realizé
utilizando el kit de mutagénesis dirigida Quikchange |l Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent). Para ello,
la region codificante del gen EXO84 se clond en el plasmido pBluescript SK* (New England Biolabs).
Este kit de mutagénesis permite introducir mutaciones en cualquier plasmido de doble cadena en una

rapida reaccion de tres pasos, con una alta eficiencia.

El primer paso consiste en amplificar el plasmido utilizando la ADN polimerasa PfuUltra high-
fidelity DNA polymerase, usando cebadores que contienen las mutaciones deseadas y que anillan con
las dos cadenas de ADN. Los oligonucleétidos mutagénicos amplifican ambas hebras de ADN, sin
desplazamiento del cebador, generando un plasmido mutado. A continuacion, se tratan las muestras con
la endonucleasa de restriccién Dpnl que reconoce especificamente el ADN metilado (Gm6ATC) o
hemimetilado, lo que degrada especificamente el ADN parental o los plasmidos hibridos que contienen
una hebra mutada y otra silvestre. El paso final es purificar el ADN del vector que contiene las mutaciones
y transformarlo mediante electroporacion en células competentes de la cepa XL 1-Blue.

En nuestro caso, se utilizé el plasmido SK-EXO84 como molde para generar las versiones
mutantes en dos pasos sucesivos, al estar las tres mutaciones alejadas en la secuencia. En la primera
ronda se introdujeron las mutaciones en las posiciones S118 y T418 vy, tras confirmar la presencia de
ambas mediante secuenciacion, se introdujo la Ultima en la posicion S511. Se utilizaron oligonucleétidos
especificos para cada mutacion diseflados con la herramienta QuikChange Primer Design
(https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp) (Tabla 2) y para la transformacion se usaron
células XL 1-Blue SuperComp (Agilent). Los plasmidos resultantes se denominaron SK-EXO84-
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3A (pC1493) y SK-EX084-3E (pC1501).

4. Construccion de plasmidos y cepas de C. albicans.

La delecion de genes de C. albicans y el marcaje con proteinas fluorescentes o epitopos se
realizaron mediante PCR usando los médulos pFA y cebadores largos de 120 nucle6tidos para dirigir la
integracion del producto de PCR al genoma de C. albicans (Gola et al., 2003; Reijnst et al., 2011; Schaub
et al., 2006). Los transformantes se seleccionaron en medio YNB suplementado con los aminoécidos
necesarios, segun sus auxotrofias, o en YEPD con nourseotricina (clonNAT) a una concentracion final
de 200 pyg/ml (Werner BioAgents) para seleccionar cepas que contenian el marcador SAT1. Las cepas
gue contenian proteinas marcadas con alguna proteina fluorescente o epitopo se consideraban
funcionales, en tanto que se observase un crecimiento normal en un fondo heterocigético. Todas las
cepas se confirmaron por PCR usando oligonucleétidos obtenidos de las casas comerciales Biomers,

Sigma, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen y Tib Molbiol, y/o por secuenciacion.

4.1. Mutantes de delecion.

La construccién de cepas con un gen delecionado y el marcaje con proteinas fluorescentes y el
epitopo myc en C. albicans se llevé a cabo mediante el sistema de plasmidos reciclables pFA-Clox
(Duefias-Santero et al., 2019), una nueva coleccién de plasmidos para la manipulacién genética en C.
albicans que utilizan los marcadores reciclables del sistema Cre-loxP (Shahana et al., 2014) clonado en
el esqueleto del vector pFA (Gola et al., 2003). Se utilizé un casete de transformacién obtenido por
amplificacion por PCR, usando como molde el plasmido deseado, que contiene un marcador de seleccién
flanqueado por secuencias loxP y oligonucledtidos de 120 pb como cebadores (100 pb del gen que se
va a marcar y 20 pb de la secuencia del vector) para dirigir la integracion (Figura 64A). Estas regiones
de 100 pb del gen permiten la recombinacion del fragmento con uno de los alelos del gen a delecionar,
sustituyendo el ORF del mismo por el marcador de seleccidn. Para marcar proteinas con el epitopo myc
o con proteinas fluorescentes (GFP o mCherry) se utilizé un casete de transformacion obtenido por PCR
amplificando con el epitopo deseado y un marcador de seleccién flanqueado por secuencias loxP, con
extremos de 100 pb correspondientes al locus donde se desease integrar cada construccién (Figura
64B).

Los transformantes se seleccionaron inicialmente en placas de YNB suplementadas con los
aminoacidos necesarios en funcion de los marcadores auxotréficos empleados o en YEPD con 200 pg/mi
de nourseotricina para seleccionar las cepas NAT1. La fusién de la GFP o de los epitopos se comprobé

mediante microscopia y Western Blot, respectivamente.

4.2. Construccién de los plasmidos pFA-RHO4-3A-ARG4 y pFA-RHO4-3E-ARGA4.

Para construir mutaciones en los 3 posibles sitios de fosforilacion por Cbk1 presentes en Rho4
(S274, S278 y S292), se diseflaron oligonucleétidos que portaban una mutacion Unica en los
aminodcidos de interés, en los cuales se sustituyd el codon que codifica para serina por el
correspondiente a alanina para generar mutantes fosfodeficientes, o a &cido glutdmico para generar

mutantes fosfomiméticos.
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Figura 64. Estrategia utilizada para la construccién de pldsmidos pFA con marcadores reciclables. (A).
Construccién de plasmidos de delecion pFA. Los cinco marcadores reciclables flanqueados por las secuencias loxP
se amplificaron con oligonucle6tidos que generan extremos superpuestos con el esqueleto pFA-CaHIS1 digerido
con BamHI y Pme I. Los fragmentos amplificados se ensamblaron con el vector en 5 reacciones independientes
usando el kit de ensamblaje NEBuilder HiFi DNA Assembly. (B). Construccién de pldsmidos con epitopos. Los
diferentes médulos de marcado (GFPy, 3xGFPy, mCherry, 3xHA, 5xmyc o TAP-TAG) se amplificaron con
oligonucledtidos que generaron extremos superpuestos con el esqueleto pFA-CaHIS1 digerido con BamHI (rojo) y
con el extremo 5° del modulo marcador reciclable (celeste). Los cinco marcadores reciclables

Plasmido para generar el alelo con las mutaciones fosfodeficientes. Se construy6é un
plasmido clonando el extremo C-terminal de RHO4, incluyendo parte de la regién 3' UTR, delante del
marcador de seleccion ARG4 que contenia las mutaciones rho4-3A. Para ello, se linearizé el plasmido
pFA-ARG4 (Gola et al., 2003) con BamHlI, y se generaron dos fragmentos PCRs independientes con los
oligonucledtidos disefiados y ADN gendmico de C. albicans como molde. El fragmento 1, de 285 pb,
contenia la secuencia de RHO4 con las mutaciones en S274A y S278A usando los oligonucleétidos
#2316 Rho4-M1 y #2320 Rho4-M2A. El fragmento 2, de 504 pb, que contenia la mutacién S292A, se
generd usando los oligonucledtidos #2321 Rho4-M3A y #2319 Rho4-M4. El vector linearizado y los
fragmentos de PCR se ensamblaron usando el kit de clonacion NEBuilder High-Fidelity DNA Assembly
(New England Biolabs) y el producto de la fusion se transformé en células competentes de E. coli DH5a.
El plasmido resultante se denominé pFA-RHO4-3A-ARG4 (pC1453).

Pladsmido para generar el alelo con las mutaciones fosfomiméticas. Usando la misma
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estrategia, se construyé un plasmido similar que contenia las mutaciones rho4-3E. En este caso, los
fragmentos de PCR se amplificaron con los oligonuclettidos #2316 Rho4-M1 y #2317 Rho4-M2E
(fragmento 1 de 285 pb con las mutaciones S274E y S278E) y #2318 Rho4-M3E y #2319 Rho4-M4
(fragmento 2 de 504 pb, con la mutacién S292E) y se ensamblaron con el vector pFA-ARG4 linealizado
con BamHI usando el mismo kit, generando el pldsmido pFA-RHO4-3E-ARG4 (pC1439).

Para confirmar que los plasmidos pFA-RHO4-3A-ARG4 y pFA-RHO4-3E-ARG4 contenian las
mutaciones deseadas, se secuencio la region codificante de RHO4 presente en ambos.

4.3. Construccion de los plasmidos pFA-EX084-3A-URA3-Clox y pFA-EXO84-3E-URA3-Clox.

La construccion de plasmidos que portaban mutaciones en los 3 posibles sitios de fosforilacion
por Cbk1 presentes en Exo84 (S118, T418 y S511), se realiz6 usando el kit QuikChange Il Site- Directed
Mutagenesis Kit (Agilent) y oligonucleétidos especificos para introducir las mutaciones deseadas a
alanina o a &cido glutamico. Para ello, el gen EXO84 se clon6 en el vector pBluescript SK* (New England
Biolabs) digerido con la enzima Hindlll mediante ligacion, generando el plasmido SK- EXO84 (pC1489).
Las mutaciones se introdujeron usando el kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent),
como se ha comentado en el apartado 3.6, generando los plasmidos SK- EXO84-3A (pC1493) y SK-
EXO84-3E (pC1501), que se secuenciaron para comprobar la presencia de las 3 mutaciones. A partir de
estos plasmidos, se amplificaron fragmentos de DNA que contenian los cambios deseados, se
ensamblaron con el extremo 3’ del gen y la region 3'UTR en el vector pFA- URA3-Clox usando el kit
NEBuilder High-Fidelity DNA Assembly (New England Biolabs) y se transformaron las células
competentes de E. coli, DH5a. Estos plasmidos se denominaron pFA- EXO84-3A-URA3-Clox (pC1515)
y pFA-EX084-3E-URA3-Clox (pC1513), que fueron nuevamente secuenciados para confirmar que
contenian las mutaciones deseadas Unicamente.

También se construyd una version que contenia el gen silvestre (pFA-EXO84-URA3-Clox,
pC1486), linealizando el vector pFA-URA3-Clox con BamHI, y ensamblandolo con un fragmento que
contenia el gen EXO84 vy la region 3'UTR obtenidos con los oligonucleétidos #2395 EXO84A y #2396
EXO84B, mediante el kit de NEBuilder High-Fidelity DNA Assembly.

4.4. Construccién del plasmido pFA-URA3-Clox-HOP1p-myc.

Para construir el plasmido pFA-URA3-Clox-HOP1p-myc (pC1544) que contiene el promotor tetO-
ScHOP1 (TetOff) para sustituir el promotor de los genes deseados y regular la expresién mediante la
adicién de doxiciclina al medio de cultivo, se utilizé ADN gendémico de la cepa P4452. Este ADN contiene
el gen MSS4 controlado por dicho promotor (Vernay et al., 2012), para amplificar un fragmento de 608
pb que contenia las secuencias reguladoras. Se amplific6 un segundo fragmento de ADN de 235 pb que
contenia 5 repeticiones del epitopo myc (5xmyc) usando como molde el plasmido pFA-myc-LAL y ambos
fragmentos se ensamblaron en el vector pFA-URA3-Clox digerido con Clal mediante el kit NEBuilder
High-Fidelity DNA Assembly, generando el pldsmido pFA-URA3-Clox- HOP1p-myc.
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4.5. Construccion de los plasmidos pDIS-URA3-Clox-EX084-3A y pDIS-URA3-Clox-EXO84-

3E.

Para insertar los alelos mutantes exo84-3A y exo84-3E en el locus NEUT5L (Gerami-Nejad et
al., 2013), se construyeron los plasmidos pDIS-URA3-Clox-EXO84-3A (pC1560) y pDIS-URA3-Clox-
EXO84-3E (pC1561). Para ello, se usé de nuevo el kit NEBuilder High-Fidelity DNA Assembly. Se
construy6 un fragmento de ADN de 600 pb que contenia el promotor nativo del gen EXO84, obtenido por
PCR desde el ADN gendmico con los oligonucle6tidos #2517 DIS-EXO-1y #2518 DIS-EXO-2, y otro que
contenia la region codificante de EXO84 con las mutaciones obtenido mediante la amplificacion de los
plasmidos pFA-EX084-3A-URA3-Clox (pC1515) y pFA-EX084-3E-URA3-Clox (pC1513) con los
oligonucledtidos #2519 DIS-EXO-3 y #2520 DIS-EXO-4. Estos fragmentos se ensamblaron en el vector
pDIS-URAS3-Clox (Duefias-Santero et al., 2019) linealizado con Xhol. La presencia de las mutaciones en

los plasmidos se confirmo6 mediante secuenciacion.

También se construy6 el plasmido pDIS-URAS3-Clox-EX0O84 (pC1570) para usar como control
silvestre. En este caso, se amplificd el gen EXO84 con su promotor desde ADN genémico usando los
oligonucledtidos #2517 DIS-EXO-1 y #2520 DIS-EXO-4, y el fragmento resultante se ensamblé en el
vector pDIS-URA3-Clox linealizado con Xhol.

4.6. Insercion de las mutaciones en el genoma de C. albicans.

Construccién de las cepas rho4-3A y rho4-3E. La insercién de las mutaciones en el locus
gendmico de RHO4 se realiz6 utilizando los plasmidos pFA-RHO4-3A (pC1453) y pFA-RHO4-3E
(pC1439). Con el fin de sustituir el alelo silvestre por los alelos fosfodeficiente y fosfomimético, se
amplificé un casete usando como molde estos plasmidos con los oligonucleétidos #2316 Rho4-M1 y
#2378 Rho4-S2, obteniendo una banda de 2739 pb, que se usé para transformar la cepa heterocigética
RHOA4/rho4A. Los transformantes se confirmaron inicialmente mediante PCR y digestion de los
fragmentos amplificados con Xbal, ya que la mutacién en la S274 también eliminaba un sitio de corte de
esta enzima (TCTAGA). Los transformantes en los que la banda no fue cortada se analizaron por

secuenciacion del ADN gendmico para confirmar la presencia de las mutaciones en el cromosoma.

Construccioén de las cepas TetOff-myc-EXO84/EXO84 y TetOff-myc-EXO84/exo084A. Dado
gue EXO84 es un gen esencial, se construyeron dos cepas que contenian uno de los alelos del gen
regulado por el promotor condicional TetOff, para poder apagar su expresion y estudiar los efectos de
las mutaciones en los sitios de fosforilacion. Para ello, se usé la cepa PY173 (ade2A/ade2A ura3A/ura3A
his1A/his1A  arg4Aarg4A  ENO1/eno1::ENO1-tetR-ScCHAP4AD-3xHA-ADE2) que contiene el
transactivador (proteina de fusién entre la proteina represora de tetraciclina tetR y el dominio de
activacion de la proteina Hap4 de S. cerevisiae) insertado en el locus ENO1 (Vernay et al., 2012). A partir
de esta cepa se construyeron los derivados isogénicos TetOff-EXO84/EXO84 (OL3104) y TetOff-
EXO84/ex084::loxP (OL3196) (Figura 57). En primer lugar, se delecion6 uno de los alelos de EXO84
mediante la insercion del marcador LAL (ARGA4 flanqueado por dos secuencias loxP) usando el plasmido
pFA-LAL (Duefas-Santero et al., 2019), generando la cepa ex084::LAL/EXO84 (OL3013). A
continuacion, se reemplazé el promotor nativo por el regulable por tetraciclina (TetOff) en uno de los
alelos de las cepas PY173 y exo084::LAL/EXO84 (OL3013), utilizando el plasmido pFA-URA3-Clox-
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HOP1p-myc (pC1544) como molde y los oligonucledtidos #2465 Exo84-S1 y #2507 Exo84-S2-GFP para
amplificar un casete de 5300 pb que contenia el promotor y el marcador de seleccién. Una vez
seleccionados los transformantes URA3-Clox-TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::LAL y URA3-Clox-TetOff-
5xmyc-EXO84/EXO84, se inocularon en medio YEPD (sin metionina ni cisteina) para activar la expresion
del gen de la recombinasa cre, que esta bajo el control del promotor MET3p e inducir la perdida de los
marcadores auxotroficos flanqueados por secuencias loxP. De este modo, se obtuvieron las cepas
TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84 (OL3104) y TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP (OL3196).

Construccién de cepas con los alelos ex084-3A y ex084-3E insertados en su locus
gendmico. En una primera aproximacion, se insertaron los alelos mutantes exo84-3A y exo84-3E en su
locus gendmico, en la cepa heterocigética TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84 (OL3104), para poder apagar la
expresion del alelo silvestre y analizar los fenotipos resultantes. Para ello, se amplificaron los plasmidos
pFA-EXO84-3A-URA3-Clox (pC1515) y pFA-EXO84-3E-URA3-Clox (pC1513) con los oligonucledétidos
#2508 Ex084-FA-Up y #2509 Exo084-FA-S2, obteniendo una banda de 6700 pb que se usO para
transformar la cepa heterocig6tica TetOff-5xmyc-EXO84/EXO84 (OL3104). Los transformantes fueron
analizados mediante PCR con parejas de oligonucleotidos especificas para cada uno de los alelos, que
permitian identificar en cual de los dos alelos se habia producido la insercién del casete de
transformacion. A pesar de realizar numerosos intentos de transformacion, no se consiguio insertar los

alelos mutantes en su locus nativo.

Construccién de cepas con los alelos ex084-3A y ex084-3E insertados en el locus

NEUTS5L. Tras los fracasos en la construccion de las cepas deseadas, se disefié una estrategia diferente
consistente en introducir los alelos mutantes en el locus NEUT5L, una region neutra del genoma
gue permite la integracion eficiente de ADN exdgeno y la expresién de genes a niveles similares a su
expresiéon en el locus nativo (Gerami-Nejad et al., 2013). Para ello, se utilizaron los plasmidos pDIS-
URA3-Clox-EX084 (pC1570), pDIS-URA3-Clox-EX084-3A (pC1560) y pDIS-URA3-
Clox-EXO84-3E (pC1561), que fueron amplificados con los oligonucledtidos #2347 NEUT5-UP y #2348
NEUT5-LO para generar fragmentos de ADN de 8497 pb, usados para transformar la cepa TetOff-
5xmyc-EXO84/ex084::loxP (OL3196). Las cepas resultantes, tras confirmar la presencia de las
mutaciones por secuenciacion del alelo insertado en el locus NEUTS5L, fueron TetOff-5xmyc-
EXO84/exo84::loxP EXO84@NEUTS5L  (OL3211), TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP  ex084-
3BA@NEUTS5L (OL3212) y TetOff-5xmyc-EXO84/ex084::loxP exo84-3E@NEUTSL (OL3214).

5. Transformacion de Escherichia coli.

La transformacion de las células bacterianas DH5a se realizé mediante el protocolo descrito por
Kushner (1978). Brevemente, se afadian 2 pl de la mezcla de ligacién, o de la mezcla de ensamblaje, a
100 pl de células competentes de la cepa deseada y se incubaban 20 minutos en hielo. Posteriormente,
se sometian a un choque térmico incubando a 42°C durante 1 minuto y 30 segundos, Yy devolviendo los
tubos rapidamente al hielo. Se afiadia 1 ml de medio LB liquido a las células y se incubaban durante 1
hora a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se sembraban diferentes diluciones en placas de LB-Ampicilina

(100 pg/ml) que se incubaban 24 horas a 37°C.
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Cuando se usaron las células XL 1-Blue SuperComp Cells (Agilent) para la transformacién de los
plasmidos generados por mutagénesis dirigida, se mezclaba 1ul del ADN tratado con Dpnl con una
alicuota de 50 pl de células, que se incubaban en hielo durante 30 minutos seguidos de un choque
térmico a 42°C durante 45 segundos, y otros 2 minutos en hielo. Seguidamente, se afiadian 0,5 ml de
medio SOC precalentado a 42°C y se incubaba a 37°C durante 1 hora. Finalmente, se sembraban

diferentes diluciones en placas de LB-Ampicilina.
6. Transformacion de Candida albicans.

Se usaron 2 métodos para introducir ADN en las diferentes cepas de C. albicans:

Transformacién con Acetato de litio. La transformacién quimica se realiz6 como ha sido
previamente descrito por Walther y Wendland (2003), con algunas modificaciones. Los cultivos de las
cepas a transformar que habian crecido durante toda la noche se diluyeron en 25 ml de medio fresco a
una densidad 6ptica a 600nm (D.O.s00) de 0,3, y se incubaron con agitacién a 28°C durante 3-4 horas
hasta alcanzar una D.O.s00 de 1,4-1,8. Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con 25
ml de agua destilada estéril y se resuspendieron en 1,5 ml de solucién de acetato de litio (acetato de litio
100 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM). La mezcla de transformacién se hizo agregando 100 pl de
células, 100 ug de ADN monocatenario (ADN carrier, 2 mg/ml), 1-5 pg del ADN a integrar y 600 pl de
solucién PEG/LiAc (PEG 4000 al 50% en solucién de acetato de litio). Esta mezcla se incubé toda la
noche en agitacion a 28°C antes de someterla a un choque térmico a 44°C durante 15 minutos. Las

células se lavaron y se sembraron en medios selectivos.

Transformacidn por electroporacién. El protocolo de electroporacién para C. albicans utilizado
fue el descrito por Reuss y colaboradores (2004). A partir de un pre-cultivo en YEPD de C. albicans, se
realiz6 una dilucion a D.O.s00=0,2 en 25 ml de medio fresco y se incubd con agitacion a 28°C hasta
alcanzar una D.O.e00 entre 1,4 y 1,6. Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron
en 25 ml de solucién de acetato de litio (acetato de litio 0,1 M, Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH
8 y DTT 10 mM) donde se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las células se
lavaron 3 veces con agua estéril fria y una vez con sorbitol 1 M. Estas células competentes se recogieron
por centrifugacion y se resuspendieron en 160 ul de sorbitol 1 M. Se mezclaron 50 ul de la suspension
de células competentes con 1-5 ug de DNA y se mantuvieron en hielo 5 minutos. Entonces, se llevé a
cabo la electroporacion de las células competentes en un electroporador Gene Pulser® (Biorad) usando
cubetas de 0,2 cm y 1,5 kV. Tras la electroporacién, las células se lavaron con 1 ml de sorbitol 1M y se

sembraron en medios selectivos.

Cuando se usaba el marcador de seleccién SAT1, las células se incubaban en 1 ml de
YEPD/Sorbitol 1M a 28°C durante 2 horas con agitacion antes de ser sembradas en medio YEPD,
conteniendo clonNat 200 ug/ml (Werner BioAgents), independientemente del método usado para la

transformacion.
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7. Extraccion, deteccion y analisis de proteinas.

7.1 Extraccién de proteinas.

Los extractos proteicos se prepararon a partir de cultivos celulares en fase de crecimiento
exponencial, en medio liquido apropiado segun el experimento a realizar. Se recogieron las célulasy se
lavaron con agua estéril fria, y la extraccion de proteinas se realiz6 mediante la precipitacion con Acido
Tricloroacético (TCA), como se ha descrito previamente (Acosta et al., 2011). En breve, una vez lavadas
las células, se afiadié 1 ml de TCA al 20% sobre los precipitados y se transfirieron a tubos de tapén de
rosca previamente pesados. Se centrifugaron 1 min, se eliminé todo el sobrenadante y se volvio a pesar
el tubo. La diferencia entre ambos pesos correspondia a los miligramos de células que se habian
recogido en cada muestra, para determinar el volumen de Sample Buffer y Tris 2 M que era necesario
anadir (10 yl de Sample Buffer y 5 ul de Tris 2 M por cada pg de peso humedo).

Después de pesar los tubos, las células se resuspendieron en 100 pl de TCA al 20% y se dejaron
en hielo. A continuacion, se anadieron 200 pl de bolas de vidrio (0,4 mm; Sigma-Aldrich). La rotura de
las células se realizé en una FastPrep FP120 (BIO 101 ThermoSavant) mediante 3 pulsos de
15 segundos, a una velocidad de 5,0, dejando los tubos 1 min en hielo entre pulso y pulso.
Posteriormente se realizaron agujeros en la base de los tubos con una aguja estéril, se colocaron sobre
tubos nuevos y se centrifugaron 1 min a 2000 rpm. Luego se lavaron las bolas de vidrio con 200 ul de
TCA al 5% y se volvieron a centrifugar 5 min a 3000 rpm, se eliminé el sobrenadante y las proteinas
precipitadas se resuspendieron en los correspondientes volimenes de Sample Buffer y Tris 2M. Para
finalizar, las muestras se hirvieron durante 5 min y seguidamente se centrifugaron a 13200 rpm durante

5 min. El sobrenadante se transfirié a tubos eppendorfs nuevos y se usaron 20 ul para cada gel.

7.2. Separacion electroforética e inmunodeteccion de proteinas (Western Blot).

Para el andlisis mediante Western Blot, las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida Bis-Tris NUPAGE, usando el sistema XCell SureLock™ (Invitrogen). Se cargaron
entre 50 y 100 ug de cada extracto proteico en condiciones desnaturalizantes, en geles del 10% Bis-Tris
Acrilamida (Invitrogen), y se separaron mediante electroforesis a 75V constantes durante 30 minutos y
después a 120V constantes. Se utilizd6 un tampén de electroforesis NuPAGE™ MOPS SDS Running
Buffer (Invitrogen).

Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de PVDF P-Hybond (GE
Healthcare), usando el sistema de transferencia Mini-Trans-Blot (Biorad) a 280 mA constantes durante
75 minutos en un tampdn de transferencia NUPAGE™ Transfer Buffer (Invitrogen). Después de la
transferencia, las membranas fueron lavadas durante 10 minutos con solucion PBS-T (PBS 1X, Tween
0,1%) y, posteriormente, blogueadas durante al menos 1 hora en solucion de bloqueo (leche desnatada
en polvo al 5% en PBS-T). Los anticuerpos primario y secundario fueron incubados en solucién de
blogueo durante al menos una hora, seguin las recomendaciones de cada casa comercial. La deteccion
de los complejos antigenos-anticuerpo se realizé usando la deteccion de la actividad peroxidasa ligada

al anticuerpo secundario mediante quimioluminiscencia. La deteccion de proteinas
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se realizo utilizando el sustrato Luminata Forte Western HRP (Merck Millipore) para impresionar peliculas
fotosensibles (HyperfiimTM MP, GE Healthcare). Para la deteccién de proteinas marcadas con el epitopo
myc, el anticuerpo primario utilizado fue Rabbit anti-myc (Sigma) a una concentracién 1:2500 y el
anticuerpo secundario anti-rabbit (ECL anti-rabbit NA934, GE Healthcare) se usé a concentracién
1:5000.

8. Técnicas de microscopia.

8.1. Preparacion de muestras.

Para la visualizacion microscopica de las muestras, las celulas se fijaron con formaldehido al 37%
para preservar su morfologia. Tras la centrifugacion de los cultivos y la retirada del medio, el pellet se
lavé con una solucién de PBS y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos en agitacion. Para
eliminar el formaldehido, las células se centrifugaron y se lavaron de nuevo con PBS. Por (ltimo, se
resuspendieron en un volumen de PBS acorde a la cantidad de cultivo. Cuando se fijaban muestras de
hifas, se llevd a cabo un tratamiento con proteinasa K (1 mg/ml) durante 20 minutos a 37°C en agitacion,
para degradar las adhesinas de la pared celular que inducen la aglomeracion de las hifas, favoreciendo
asi la separacion de los filamentos para la correcta caracterizacion fenotipica. Transcurrido este tiempo,

las muestras se conservaban a 4°C hasta su visualizacion.

8.2. Tincidn con calcofluor.

El calcofltor es un fluorocromo que tifie las zonas de la pared celular ricas en quitina de C.
albicans. Este se excita al recibir luz con una longitud de onda de 372 nm, emitiendo fluorescencia azul.
El calcofltor (Blankophor BBH, Bayer Corporation) se prepard a una concentracion de 10 mg/ml en agua.
Se filtr6 y se almacené protegido de la luz. Las tinciones con este fluoréforo se realizaron afiadiendo 1

pl de solucién de calcofltior por cada mililitro de muestra a observar al microscopio.

8.3. Microscopia Optica.

Las células de C. albicans fueron observadas en preparacion hiimeda en distintos microscopios,
segun el experimento del que se tratara. Para los casos mas sencillos, se us6 un microscopio Nikon
Eclipse 90i equipado con una camara ORCA-ER CCD vy controlado por el software MetaMorph® (MDS
Analytical Technologies). Para los experimentos de microscopia de fluorescencia y microscopia alo largo
del tiempo (time-lapse), se usé un microscopio Olympus IX81 equipado con un sistema confocal
Yokogawa Spinning Disk (Roper Scientific), un sistema i-Las FRAP y una camara Evolve EMCCD,
controlado por MetaMorph® (MDS Analytical Technologies), o un Nikon Eclipse Ti2 con sistema Andor
DragonFly Spinning Disk equipado con una cdmara Sona sCMOS y controlado mediante el software
Fusion 2.2. Otros programas utilizados para el procesamiento de imégenes fueron: Fiji
(https:/limagej.net/software/fiji/), Imaris (Oxford Instruments) y Adobe® Photoshop CS6 (Adobe System,
Inc).

8.3. Microscopia de fluorescencia in vivo.
Para la observacion in vivo de cepas que contenian la proteina fluorescente verde (GFP) o roja
(mCherry), se recogieron las células en crecimiento exponencial en medio liquido y se concentraron y se

montaron en portaobjetos. Se utilizaron indistintamente los microscopios Olympus 1X81 Spinning
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Disk y Nikon-Andor DragonFly. En funcién del objetivo del experimento, se tomaba una Unica foto del
plano central de la célula o bien de 3 a 12 iméagenes de secciones transversales de todo el volumen
celular (series en Z), con una separacion de 0,3-0,5 ym, generando posteriormente la proyeccion maxima

de todos los planos.

8.4 Microscopia confocal a lo largo del tiempo (Time-lapse).

Para los experimentos de time-lapse también se usaron células en crecimiento exponencial que
se fijaban en camaras de ocho pocillos p-Slide 8 Well (iBidi u-slide), las cuales previamente habian sido
recubiertas con 15 ul de lectina 5 mg/ml (Lectin from Glycine max, Sigma). Se inoculaba cada pocillo con
300 pl del cultivo, se dejaba fijar durante 5 minutos y se lavaba dos veces con el mismo medio. Por
ultimo, se afiadian 300 pl de medio fresco sobre las células fijadas al fondo del pocillo antes de colocarlas
en el microscopio. Para estos experimentos se usaron nuevamente los microscopios Olympus IX81
Spinning Disk y Nikon-Andor DragonFly, que estan dotados de una campana termostatizada que permite

mantener constante la temperatura de incubacion.

En los experimentos en los que se usaba el mutante cbkl-as, una vez las células estaban fijadas
en los pocillos, se afiadian 150 pl de medio fresco y se colocaban las camaras en el microscopio para
buscar los campos de células deseados. Antes de iniciar el experimento, se afiadian otros 150 pl de
medio con 50 pM de 1NM-PP1 (concentracion final 25 pM) o 150 pl de medio con 4% DMSO

(concentracion final 2%).

Se utilizaron los dos microscopios confocales para estos experimentos, adquiriendo imagenes
cada 5 minutos, utilizando el filtro de contraste interferencial (DIC) y entre 3 y 5 imagenes de

fluorescencia en el eje Z del mismo campo, con una separacion de 0,5 um entre ellas.
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Tabla 1. Microorganismos utilizados en el presente trabajo.

Materiales y Métodos

C. albicans
Estirpe Genotipo Procedencia
uraA::imm434/ura3A::imm434 his1A::hisG/his1A::hisG .
BWP1/ arg4A::hisG/arg4A::hisG Wilson et al., 1999
OL2053 sep7::HIS1/sep7::SAT1 Stock del laboratorio
ade2A::hisG/ade2A::hisG ura3::Aimm434/ura3A::Aimm434
PY173 his1A::hisG/his1A::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG Vernay et al., 2012
ENO1/enol::ENO1-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE?2
ade2A::hisG/ade2A::hisG ura3::Aimm434/ura3A::Aimm434
PY452 his1A::hisG/his1A::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG
(JC2517) | ENO1/enol::ENO1-tetRSCHAP4AD-3xHA-ADE2 Vernay etal,, 2012
mss4::HIS1/mss4::URA3-pTetOff-MSS4
JC1794 | 3xmyc-CBK1:URA3/cbk1:ARG4 ssd1dd (DJNJ;'(TG Correa
JC1795 | 3xmyc-chk1-KD::URA3/cbk1::ARG4 ssd1dd (DJNJ;'(TG Correa
" g ace Dr. Jaime Correa
JC2247 cbkl1::ARG4/3xmyc-cbkl-as::URA3 (UNEX)
JC2284 | cbkl:ARG4/3xmyc-cbkl-as:URA3 SPA2-GFP:HIS1 (DJNJ;'(TE Correa
JC2332 | cbkl:ARG4/3xmyc-cbkl-as::URA3 EXO84-GFP::HIS1 (DJNJ;'(TE Correa
JC1049 cbkl1::ARG4/cbk1::HIS1 Dr. Yue Wang
. Dr. Jaime Correa
JC995 ACE2-GFP::URA3 (fondo CAl4) (UNEX)
Estirpe Genotipo Procedencia
DH5a tsr:lelErAfeAi ﬁll?cU169 (P80 lacz AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 Stock del laboratorio
- — AT
XL 1-Blue SUpE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac” F'[proAB* lacl Agilent

lacZ AM15 Tn10 (tet)]

Cepas de C. albicans construidas en este trabajo (Todas proceden del fondo genético BWP17 salvo
OL3013, OL3196, OL3211, OL3212, OL3214 que proceden del fondo genético PY173).

Estirpe | Genotipo

0OL2817 | rho4::loxP-HIS1-loxP/RHO4

0L2820 | rho4::loxP-HIS1-loxP/rho4::loxP-URA3-Clox

0OL2821 | rho4::loxP-HIS1-loxP/rho4::loxP-NAT1-Clox

0L2822 | rho4::loxP-NAT1-Clox/RHO4

0L2824 | rho4::loxP/rho4:loxP

0OL2825 | rho4::loxP/RHO4

0OL2851 | rho4::loxP/rho4::loxP CDC12-GFPy::loxP

0OL2853 | CDC12/CDC12-GFP::LHL

0OL2880 | sep7::LHL/SEP7 rho4::loxP/rho4::loxP

0L2882 | sep7::LUL/SEP7 rho4::loxP/rho4::loxP

0OL2884 | SAT1-PrRHO4-GFPy-RHO4/RHO4

0OL2885 | SAT1-PrRHO4-GFPy-RHO4/rho4::loxP

0L2887 | HIS1-AgTEFp-GFP-RHO4/RHO4

0L2889 | HIS1-AgTEFp-GFP-RHOA4/rho4::loxP
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0OL2891 | sep7::LHL/sep7::LAL rho4::loxP/rho4::loxP

0OL2893 | rho4-3E::ARG4/rho4::loxP

0L2894 | rho4-3A::ARG4/rho4::loxP

0OL2907 | HIS1-AgTEFp-GFP-RHO4/rho4::loxP CDC10/CDC10-Cherry::URA3

OL2908 | sep7::LUL/sep7::NAT1Clox

OL2909 | sep7::loxP/sep7::loxP

OL2911 | CBK1/cbk1l:ARG4

OL2914 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/RHO4

0OL2916 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/rho4::loxP

0OL2918 | ex084::URA3-Clox/EXO84

0OL2920 | exo84:loxP/EXO84

0OL2922 | cbkl::ARG4/3xmyc-cbkl-as::URA3 HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/RHO4

0OL2924 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/rho4::loxP CDC10/CDC10-Cherry::URA3

0OL2926 | HIS1-MAL2p-GFP-rho4-3A::ARG4/rho4::loxP

0L2928 | HIS1-MAL2p-GFP-rho4-3E::ARG4/rho4::loxP

0OL2953 | HIS1-MAL2p-GFP-rho4-3A::ARG4/rho4::loxP CDC10/CDC10-Cherry::LUL

OL2954 | HIS1-MAL2p-GFP-rho4-3E::ARG4/rho4::loxP CDC10/CDC10-Cherry::LUL

OL2955 | RHO4/rho4-3A::ARG4

0OL2956 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/rho4::loxP sep7::LUL/SEP7

0OL2958 | HIS1-MAL2p-myc(GA)6-rhod-3A::ARG4/rho4::loxP

0OL2959 | rho4-3A::ARG4/rho4::loxP sep7::HIS1/SEP7

0OL2960 | rho4-3E::ARG4/rho4::loxP sep7::HIS1/SEP7

0OL2963 | HIS1-MAL2p-myc(GA)6-rho4-3E::ARG4/rho4::loxP

0OL2965 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/rho4::loxP sep7::ARG4/SEP7

OL2970 | cbkl::ARG4/3xmyc-cbkl-as::URA3 EXO84-GFP::HIS1/EXO84-GFP::loxP

0OL2972 | HIS1-MAL2p-myc(GA)6-RHO4/rho4::loxP

0OL2974 | rho4-3E::ARG4/rho4::loxP sep7::loxP/sep7::loxP

0L2980 | rho4-3A::ARG4/rho4::loxP sep7::loxP/sep7::loxP

0L2982 | HIS1-MAL2p-GFP-RHO4/rho4::loxP sep7::loxP/sep7::loxP

0L2987 | 3xmyc-CBK1::URA3/cbk1::ARG4 ssdldd CDC10-GFP::HIS1/CDC10

0L2989 | 3xmyc-cbk1-KD::URA3/cbk1l::ARG4 ssd1dd CDC10-GFP::HIS1/CDC10

ex084::LAL/EXO84 ade2A::hisG/ade2A::hisG ura3::Aimm434/ura3A:: Aimm434
OL3013 | hislA::hisG/hislA::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG ENO1/enol::ENOI-tetRScHAP4AD-3xHA-
ADE?2

0OL3021 | 3xmyc-CBK1::URA3/cbk1::ARG4 ssd1dd SPA2-GFP::HIS1/SPA2

0OL3023 | 3xmyc-cbk1-KD::URA3/cbk1::ARG4 ssd1dd SPA2-GFP::HIS1/SPA2

OL3054 | cbkl::loxP/3xmyc-cbkl-as::URA3

OL3056 | 3xmyc-CBK1::URA3/cbk1::loxP ssd1dd

OL3057 | 3xmyc-cbk1-KD::URA3/cbkl::loxP ssdldd

OL3060 | cbkl::ARG4/3xmyc-cbkl-as::URA3 ACE2-GFP::HIS1/ACE2
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OL3061

3xmyc-CBK1::URA3/cbk1::ARG4 ssd1dd ACE2-GFP::HIS1/ACE2

OL3063

3xmyc-cbk1-KD::URA3/cbk1::ARG4 ssd1dd ACE2-GFP::HIS1T/ACE2

OL3074

cbkl::loxP/3xmyc-cbk1-as::URA3 ace2:loxP/ace2::loxP

OL3076

3myc-CBK1::URA3/cbk1::ARG4 ssdldd CDC10-GFP::HIS1/CDC10 ABP1-Cherry-NAT1-
Clox/ABP1

OL3077

3xmyc-CBK1::URA3/cbk1::ARG4 ssdldd SPA2-GFP::HIS1/SPA2 CDC10-Cherry-NAT1-
Clox/CDC10

OL3089

EXO84/URAS::Clox:: TetOff-5xmyc-EXO84

OL3104

EXOB84/lox:: TetOff-5xmyc-EXO84

OL3109

cbk1::LHL/CBK1 ade2AA ura3AA his1AA arg4AA ENO1/enol::ENO1-tetRScHAP4AD-3xHA-
ADE2

OL3111

cbkl::loxP/3xmyc-cbk1l-as::URA3 CDC42

OL3137

cbkl1::LHL/cbkl-as::LAL ade2AA ura3DD his1AA arg4AA ENO1/enol::ENO1-
tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2

OL3138

cbkl-as::loxP/cbkl::loxP ade2AA ura3AA his1AA arg4AA ENO1/enol::ENO1-
tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2

OL3153

SAT1-MET3p-myc-cbkl-as::loxP/cbkl::loxP ade2AA ura3AA his1AA arg4AA
ENO1/enol::ENO1-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2

OL3159

ace2:.LAL/ACE2 SAT1-MET3p-myc-cbkl-as::loxP/cbkl::loxP ade2AA ura3AA his1AA arg4AA
ENO1/enol::ENO1-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2

OL3164

SAT1-MET3p-myc-cbkl-as::loxP/loxP ACE2-GFP::LAL/ACE2

OL3170

cbkl::loxP/myc-cbkl-as::URA3 ABP1-GFP::LHL/ABP1

OL3172

cbkl::loxP/myc-cbkl-as::URA3 SEC3-GFP::LHL/SEC3

OL3196

ex084::loxP/TetOff-5xmyc-EXO84 ade2D::hisG/ade2D::hisG ura3::Aimm434/ura3D::
Aimm434 hisID::hisG/hisID::hisG arg4D::hisG/arg4D::hisG ENOI/enol::ENOI-tetRScHAP4AD-
3xHA-ADE2

OL3211

NEUT5L/EXO84@NEUTSL exo84::loxP/ TetOff-5xmyc-EXO84 ade2A::hisG/ade2A::hisG
ura3::Aimm434/ura3A:: Aimm434 hislIA::hisG/hislA::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG
ENOl/enol::ENOI-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE?2

OL3212

NEUT5L/ex084-3A@NEUTS5L exo84::loxP/ TetOff-5xmyc-EXO84 ade2A::hisG/ade2A::hisG
ura3::Aimm434/ura3A:: Aimm434 hislA::hisG/hislA::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG
ENOl/enol::ENOI-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2

OL3214

NEUT5L/ex084-3E@NEUTS5L exo84::loxP/ TetOff-5xmyc-EXO84 ade2A::hisG/ade2A::hisG
ura3::Aimm434/ura3A:: Aimm434 hislA::hisG/hislA::hisG arg4A::hisG/arg4A::hisG
ENOl/enol::ENOI-tetRScHAP4AD-3xHA-ADE2
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Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados con la pagina web de Agilent, para introducir las

mutaciones Alanina y Glutamico en Exo84 (Alanina; azul; Glutamico: naranja)

Ndm. | Nombre Secuencia

2397 | Exo84_CBk1_1A GCTCGTCAACATGGAAGATCTTTTGCACAAACTGGTCCAATTGAT

2398 | Exo84_CBk1l_1A_as | ATCAATTGGACCAGTTTGTGCAAAAGATCTTCCATGTTGACGAGC

2399 | Exo84_CBk1_2A GATCGTTATGATCATTTTGTGAAAGTTGCAGAAGCATTTAATAAAGGTAGAAA
2400 | Exo84_CBk1l 2A as | TTTCTACCTTTATTAAATGCTTCTGCAACTTTCACAAAATGATCATAACGATC
2401 | Exo84_CBk1_3A CTCGAGTACATTCACGTAATCGAGCACAAGATTTAGGGAATAATTTC

2402 | Exo84_CBk1l_3A_as | GAAATTATTCCCTAAATCTTGTGCTCGATTACGTGAATGTACTCGAG

2403 | Exo84_CBk1_1E TCAGCTCGTCAACATGGAAGATCTTTTGAACAAACTGGTCCAATTGATATGG
2404 | Exo84_CBk1l_1E_as | CCATATCAATTGGACCAGTTTGTTCAAAAGATCTTCCATGTTGACGAGCTGA
2405 | Exo84_CBk1_2E TGACGGATCGTTATGATCATTTTGTGAAAGTTGAGGAAGCATTTAATAAAGG
2406 | Exo84_CBk1l 2E _as | CCTTTATTAAATGCTTCCTCAACTTTCACAAAATGATCATAACGATCCGTCA
2407 | Exo84_CBk1_3E CTGCTCGAGTACATTCACGTAATCGAGAACAAGATTTAGGGAATAATTTCA

2408

Ex084_CBk1l_3E_as

TGAAATTATTCCCTAAATCTTGTTCTCGATTACGTGAATGTACTCGAGCAG
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