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1. Schizosaccharomyces pombe: UN MODELO EUCARIOTA PARA EL 

ESTUDIO DE LA MORFOGÉNESIS CELULAR 

La levadura Schizosaccharomyces pombe fue descrita por primera vez en el año 1.893 

por P. Lindner, quien la aisló de una cerveza de mijo del este de África. Su epítopo 

específico “pombe” significa cerveza en Swahili y posteriormente se denominó 

“levadura de fisión” debido a que su división sucede por fisión transversal. La mayoría 

de cepas usadas hoy en día en el laboratorio derivan de una estirpe homotálica h90 

aislada por Ostewalder en Francia en 1921 a partir de jugo de uva, de la que se 

obtuvieron cepas heterotálicas con los dos tipos sexuales opuestos, h+ y h- (Leupold, 

1949). Posteriormente, Mitchison en Edimburgo entre los años 50 y 60 comenzó el 

estudio de su patrón de crecimiento celular y no fue hasta 1971 cuando se inició el 

estudio del control de su división celular (Fantes and Hoffman, 2016). S. pombe es un 

organismo eucariota unicelular clasificado dentro del filo Ascomycota, al igual que 

Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, se estima que la separación evolutiva entre 

estas dos levaduras tuvo lugar hace 1.144 millones de años mientras que la división 

entre S. pombe y las plantas o los metazoos se produjo hace 1.600 millones de años 

(Heckman et al., 2001) (Figura1). 

 

 
 

Figura 1.- Árbol filogenético de S. pombe. Obtenido y adaptado a partir de la base de datos  

http://phylomedb.org/ utilizando datos de NCBI. 

 

S. pombe es considerado un excelente modelo de estudio en muchos campos de la 

biología celular debido a su fácil manejo en condiciones de laboratorio, a su falta de 

patogenicidad, a su ciclo de vida rápido y fundamentalmente haploide, así como a su 

ciclo sexual de corta duración. S. pombe es, además, muy similar a las células 

eucariotas superiores en su modo de división celular mediante fisión transversal 

formando un anillo contráctil de actomiosina (CAR) en el plano medio de la célula. Por 

estas razones S. pombe es un sistema modelo ideal para el estudio de procesos 

biológicos como la división celular, el ciclo celular y la morfogénesis (Yanagida, 2002). 

http://phylomedb.org/
http://phylomedb.org/
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Además la secuenciación de su genoma fue completada en el año 2002 lo que 

convierte a esta levadura en un organismo modelo susceptible de análisis genético 

clásico y molecular (Wood et al., 2002). Esta levadura posee, como los demás hongos, 

una pared celular que le confiere protección mecánica, forma y estabilidad osmótica lo 

que hace que sea un buen modelo para el análisis de la biosíntesis y degradación de 

esta estructura fúngica.  

 

1.1    Ciclo de vida de S. pombe 

S. pombe es un organismo con un ciclo de vida haplodiplonte, con una fase haploide y 

una diploide, siendo la primera la fase predominante. Durante la fase haploide las 

células tienen forma cilíndrica con un tamaño aproximado de 3-4 μm de diámetro y 7-8 

μm de longitud, llegando a medir hasta 12-15 μm mediante el crecimiento de forma 

polarizada por sus extremos. En ese momento se produce la división celular por fisión 

transversal mediante la formación de un septo en la zona central de la célula que, tras 

la citocinesis, se digiere parcialmente dando lugar a dos células hijas de idéntico 

tamaño (Figura 2). 

Si dos células de diferente tipo sexual se encuentran en un medio pobre en nutrientes 

las células h- comienzan a secretar factor M y producen receptores para el factor P 

mientras que las células h+ liberan factor P y sintetizan receptores para el factor M. La 

unión de los factores a sus receptores desencadena el proceso de conjugación con la 

formación de una proyección denominada shmoo en un extremo de cada célula, hasta 

que ambas células se ponen en contacto y se fusionan, formando un zigoto diploide 

(Kelly et al., 1988). A continuación, el zigoto sufre meiosis y esporulación formándose 

un asca zigótica con cuatro esporas haploides que se liberan tras la rotura del asca. 

Estas esporas permanecerán latentes hasta que las condiciones del medio sean 

favorables germinando y reiniciando el ciclo (Klar et al., 2014) (Figura 2). Por otro lado, 

existen colonias homotálicas h90 que esporulan con mucha más eficacia al existir 

células P y células M en la misma proporción, por lo que la conjugación se produce 

entre células que vienen de la misma colonia (Maki et al., 2018). En condiciones de 

laboratorio es posible mantener células diploides en cultivo a partir de un zigoto 

mediante la utilización de un medio de crecimiento rico inmediatamente después de la 

conjugación y antes de la meiosis (Egel y Egel-Mitani, 1974). Las células diploides de S. 

pombe se diferencian fácilmente de las haploides puesto que tanto su tamaño al 

comienzo del ciclo de vida, entre 11-14 μm de longitud, como antes de la división, 

entre 20-25 μm, es mayor. Estas células diploides son muy inestables y esporulan 

rápidamente al entrar en fase estacionaria o en situaciones de escasez de nutrientes 

en el medio, formándose un asca zigótica con cuatro ascosporas haploides. Este ciclo 

sexual, que comienza con la conjugación, permite combinar mutaciones, crear estirpes 
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con proteínas marcadas con distintos epítopos o condicionar la expresión de genes de 

una manera sencilla (Figura 2). 

 

 
 
Figura 2.- Ciclo de vida de S. pombe. Los colores verde y magenta muestran dos tipos sexuales 

diferentes (h+ y h-). Ciclo de vida haploide (izquierda) y ciclo de vida diploide (derecha) de S. pombe. 

Adaptado de Stuart A. Macneill, 1997. 

 

1.2    Ciclo celular y morfogenético de S. pombe 

La generación de polaridad celular en cada uno de los diferentes momentos del ciclo 

celular (división, diferenciación, señalización molecular etc.) es esencial en todos los 

tipos de células y organismos. S. pombe se ha utilizado como organismo modelo para 

el estudio de la polaridad celular debido a su forma cilíndrica regular. Al igual que el 

resto de células eucariotas, presenta cuatro fases durante su ciclo celular: G1, S, G2 y 

M (Mitchison y Creanor, 1971). En la fase G1 las células crecen únicamente por el polo 

heredado de la célula madre llamado polo antiguo. Este crecimiento monopolar 

continúa durante toda la fase S, en la que se produce la duplicación del ADN, y se 

mantiene durante parte de la fase G2. Tras alcanzar un tamaño determinado, durante 

la fase G2, las células comienzan un patrón de crecimiento bipolar activándose el 

crecimiento del otro polo surgido de la división celular anterior en un proceso 

denominado NETO (New End Take Off), aunque el crecimiento es siempre más rápido 
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en el polo antiguo (Cerone et al., 2012; Martin and Chang, 2005; Mitchison and Nurse, 

1985a). Cuando el tamaño celular es el adecuado, el crecimiento celular en los polos 

cesa y la célula entra en mitosis (fase M). Al inicio de esta fase es cuando se produce el 

ensamblaje del anillo de actomiosina, produciéndose su contracción y la formación del 

septo simultáneamente tanto al final de la fase M como en el principio de una nueva 

fase G1. Antes de la finalización de la separación celular, ya iniciada la fase G1, 

comienza el crecimiento celular por el polo heredado. Este proceso se denomina OETO 

(Old End Take Off)  (Stuart A. Macneill, 1997) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.- Ciclo morfogenético y ciclo celular de S. pombe. La fase G1 del ciclo celular es la más corta y 

sucede cuando ambas células todavía no se han separado. El final de la fase S coincide con la separación 

celular y los parches de actina pasan a localizarse en un uno de los polos (OETO). Durante la fase G2 

estos parches ya se localizan en ambos polos (NETO) y, al final de esta fase, pasan a localizarse en la 

región central donde se producirá la división celular. Por último, durante la fase M se completa el anillo 

de actomiosina y se produce la separación de los núcleos. Adaptado de Cruz Quintana et al., 2014.  

 

1.3    El citoesqueleto de actina de S. pombe 

La actina es una proteína pequeña (42 kDa) muy conservada en eucariotas que puede 

encontrarse tanto en forma monomérica globular (G-actina) como en forma 

polimerizada (F-actina) formando filamentos polarizados. El citoesqueleto de actina es 

esencial para la progresión correcta del ciclo celular, colaborando con los microtúbulos 

interfásicos en la generación de polaridad y en el proceso de citocinesis, estableciendo 

el sitio de división y la formación del anillo de actomiosina (Chiou et al., 2017; Minc et 

al., 2009; Tay et al., 2018). En S. pombe podemos encontrar la actina polimerizada en 3 

diferentes estructuras: parches, cables y el anillo contráctil de actomiosina (CAR) 

(Chhabra and Higgs, 2007; Subramanian et al., 2013). Los parches se encuentran en los 

polos y participan en la endocitosis, los cables se localizan desde los polos a lo largo del 

citoplasma y se encargan del transporte de vesículas hasta las zonas de crecimiento. 
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Por último, el anillo contráctil de actomiosina se localiza en la zona de división y es 

necesario para la citocinesis y separación celular (Mishra et al., 2014) (Figura 4). 

 

Figura 4. – Citoesqueleto de actina de S. pombe. En la levadura de fisión, el citoesqueleto está formado 

por parches que se localizan en los polos de crecimiento, los cables que van desde los polos a la zona 

central y el anillo contráctil que se forma en la zona central durante la división. Adaptado de Kovar et al., 

2011. 
 

Los parches de actina son filamentos de actina polimerizada cortos y ramificados de 

entre 100 y 200 nm de longitud (Berro et al., 2010; Sirotkin et al., 2010). Se forman a 

partir del complejo Arp2/3 que posee la propiedad de polimerizar monómeros de 

actina (McCollum et al., 1996; Morrell et al., 1999). La activación de este complejo 

viene dada por tres factores promotores de nucleación: Pan1, Wsp1 y Myo1 con 

funciones distintas pero solapantes. Aunque todos ellos llegan al polo, solo Wsp1 y 

Myo1 son capaces de iniciar la formación del parche de actina. Wsp1 es el activador 

más fuerte mientras que Myo1 necesita la llegada de la verprolina Vrp1 para la 

activación del complejo Arp2/3 (Kovar et al., 2011; Lee et al., 2000; Sirotkin et al., 

2005, 2010). Este complejo se halla normalmente inactivo pues Arp2 y Arp3 se 

encuentran separados entre sí y del propio filamento de actina. La llegada de los 

factores de nucleación provoca un cambio conformacional en el complejo Arp2/3 

acercando Arp2 a Arp3, esto favorece la unión al filamento de actina que permite una 

reorganización del resto de subunidades del complejo y el inicio de la nucleación 

(Espinoza-Sanchez et al., 2018). En S. pombe la función principal de los parches de 

actina se ejerce en el proceso de endocitosis. Se han identificado varios mutantes 

puntuales del complejo Arp2/3 con defectos en el proceso de endocitosis (Gachet and 

Hyams, 2005; Kovar et al., 2011). Los parches de actina también participan en la 

división celular y están implicados en la formación del septo. Sin embargo, no 

participan en el ensamblaje del CAR, aunque se localizan muy próximos a este pero 

nunca formando parte de él (Carnahan and Gould, 2003; Wu et al., 2006).  
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Los cables de actina están compuestos de haces paralelos de filamentos cortos de 

actina sin ramificar. La selección del sitio de ensamblaje de los cables de actina es 

compleja. Se sabe que existen vías paralelas y superpuestas, como la mediada por la 

GTPasa Cdc42 junto con la proteína adaptadora Pob1 (Martin, 2009). Los microtúbulos 

también pueden inducir el ensamblaje de los cables en sitios específicos de la corteza 

celular mediante el complejo Tea1-Tea4 (Minc et al., 2009; Tay et al., 2018). Tras la 

selección del sitio de ensamblaje la formina For3 es reclutada y activada iniciando 

rápidamente la polimerización de los filamentos de actina (Feierbach and Chang, 2001; 

Martin and Chang, 2006). La GTPasa de la familia Rho Cdc42 y Bud6 son las encargadas 

de la activación y localización de esta formina liberándola de su autoinhibición (Martin 

et al., 2007). Otras proteínas que forman parte de los cables iniciados por For3 son la 

tropomiosina Cdc8 y la coronina Crn1, que participan en su ensamblaje 

estabilizándolos y facilitando su interacción con las miosinas (Balasubramanian et al., 

1992; Pelham and Chang, 2001). Una de las principales funciones de los cables de 

actina es la regulación del crecimiento polarizado ya que participan en el transporte de 

vesículas mediado por la miosina de tipo V Myo52 que transporta los componentes 

necesarios para la síntesis de la pared celular (Motegi et al., 2001; Mulvihill et al., 

2006). 

El anillo contráctil de actomiosina (CAR) se forma en la zona media de la célula y está 

compuesto principalmente por actina y miosinas de clase II (Marks and Hyams, 1985). 

La formación de este anillo contráctil se produce al final de la mitosis, determinando el 

lugar donde se va a producir la formación del septo y la división celular (Chang et al., 

1996; Pollard and Wu, 2010). El proceso de formación del CAR y sus componentes se 

describirá más adelante en los apartados 4.2, 4.3 y 4.4. 

 

1.4    El citoesqueleto de microtúbulos 

Los microtúbulos, están formados por dímeros de α/β tubulina de unos 25 nm de 

diámetro y están presentes a lo largo de todo el ciclo celular, tanto en interfase 

formando haces paralelos al eje de la célula, como en mitosis formando el huso 

mitótico (Marks et al., 1986). En S. pombe los microtúbulos interfásicos se polimerizan 

desde el centro organizador de microtúbulos (iMTOC) y están formados por entre 3 y 5 

haces de filamentos antiparalelos, presentando un extremo positivo orientado al polo 

celular y uno negativo anclado al centro organizador de los microtúbulos. Los 

microtúbulos van creciendo por su extremo positivo hasta alcanzar el polo, iniciándose 

rápidamente el desensamblaje para volver a comenzar su crecimiento (Drummond and 

Cross, 2000; Hagan, 1998). Las fuerzas ejercidas por el crecimiento de los extremos 

positivos en contacto con ambos polos ayudan a mantener al núcleo en el centro 

celular. Durante la mitosis, los microtúbulos se desensamblan y a partir del cuerpo 

polar del huso o spindle pole body (SPB) comienza la formación del huso mitótico, 
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necesario para la separación de los cromosomas. Tras la separación de los núcleos, el 

huso se desensambla y se forma de nuevo el citoesqueleto de microtúbulos desde el 

MTOC (Heitz et al., 2001; Tran et al., 2001). 

Los microtúbulos desempeñan un papel esencial en la selección del sitio de 

crecimiento polarizado ya que transportan al marcador inicial de dichos sitios Tea1 

(Mata and Nurse, 1997). Tea1 es una proteína con repeticiones Kelch que se localiza en 

los polos gracias a la quinesina Tea2 y la mantiene unida a los extremos positivos de 

los microtúbulos para transportarla. Este transporte también está regulado por Tip1, 

un miembro de la familia de proteínas CLIP-170, necesaria para regular la dinámica de 

los microtúbulos. Una vez en los polos, Tea1 es anclada a la membrana y las proteínas 

Mod5 y Tea3 participan en dicho anclaje aunque este proceso no se conoce con 

exactitud (Snaith and Sawin, 2003, 2005).  La proteína Tea4 también es transportada 

por los microtúbulos y forma un complejo con Tea1 en los polos. Tea4 gracias a su 

dominio SH3 se une a For3 y sirve de anclaje entre Tea1 y esta formina en el polo de 

crecimiento. Se ha descrito que el complejo Tea1-Tea4 participa en la formación de los 

dominios de membrana ricos en esterol que definen los sitios de crecimiento de S. 

pombe (Makushok et al., 2016). 

La quinasa Pom1 también se localiza en los polos de forma dependiente de Tea4 y se 

ha sugerido que puede actuar por debajo de Tea1 conectando la señalización de 

microtúbulos y actina para asegurar la posición del crecimiento. Tea4 actúa como 

subunidad reguladora de la fosfatasa PP1, reclutando a su subunidad catalítica, Dis2, a 

los polos de la célula (Alvarez-Tabares et al., 2007). Dis2 es capaz de desfosforilar a 

Pom1 favoreciendo su asociación con la membrana plasmática mediante la unión a 

fosfolípidos cargados negativamente a través de un dominio con carga positiva. Al 

finalizar la señalización, Pom1 se autofosforila en este dominio y esto inhibe su 

localización en la membrana (Hachet et al., 2011). 

Además de la regulación de la polaridad celular, los microtúbulos tienen un papel 

importante en la citocinesis puesto que están implicados en el posicionamiento del 

núcleo en la zona central de la célula. Las proteínas motoras asociadas al SPB 

responden a las señales que indican la posición del núcleo en el centro de la célula 

durante la mitosis y la posición de los núcleos postmitóticos en las dos regiones que 

serán el centro de las células hijas (Hagan, 1998; Hagan and Yanagida, 1997). El SPB 

también es el encargado de la formación del huso mitótico y de los microtúbulos 

astrales que comienzan a formarse en prometafase y son más abundantes en anafase 

B (Hagan and Hyams, 1996). 
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1.5    Las miosinas 

Las miosinas son proteínas motoras que se desplazan a lo largo de la actina de forma 

dependiente de la hidrólisis de ATP. Las cadenas pesadas de las miosinas incluyen una 

región N-terminal altamente conservada que contienen el dominio motor, capaz de 

producir fuerza, y una región C-terminal o cola muy divergente entre las distintas 

miosinas. El dominio motor incluye el motivo de unión a actina y de hidrolisis de ATP 

mientras que el dominio C-terminal determina la localización de la miosina y le otorga 

sus funciones específicas, como la movilidad celular o la citocinesis (Berg et al., 2001). 

Entre los dominios motor y C-terminal de las cadena pesadas hay un número variable 

(entre uno a seis) de dominios de unión a las cadenas ligeras en una región 

denominada “cuello” (Baker and Titus, 1998; Mooseker and Cheney, 1995). En S. 

pombe existen cinco cadenas pesadas diferentes que se dividen en tres clases 

diferentes: I (Myo1), II (Myo2 y Myp2/Myo3) y V (Myo51 y Myo56) (Clayton et al., 

2010; Gachet et al., 2004). 

 

1.5.1 Miosinas de clase I 

En S. pombe solo existe una miosina de clase I, Myo1, cuya deleción no es letal pero 

causa retraso en el crecimiento a bajas o elevadas temperaturas y una morfología 

aberrante (Toya et al., 2001). Como se ha descrito anteriormente, Myo1 está implicada 

en la activación del complejo Arp2/3 para la formación y localización de los parches de 

actina que participan en la endocitosis y el proceso de conjugación (Lee et al., 2000; 

Sirotkin et al., 2005). La localización de Myo1 depende de su fosforilación por la 

quinasas de la familia de Ste20, como Pak1, aunque su actividad motora es 

independiente de esta fosforilación (Attanapola et al., 2009). La tropomiosina Cdc8 

inhibe a Myo1 impidiendo su capacidad de asociarse a la actina, mientras que la 

proteína entrecruzadora de filamentos de actina, la fimbrina Fim1, recupera su 

actividad motora quitando a Cdc8 de los filamentos de actina (Clayton et al., 2010). 

Además de los parches, también se ha observado la localización de Myo1 en la zona 

del septo y en el CAR, probablemente como activador del complejo Arp2/3 (Takeda 

and Chang, 2005; Wu et al., 2006) (Figura 5). 

 

1.5.2 Miosinas de clase II 

Las miosinas de clase II se encuentran formando hexámeros compuestos por dos 

cadenas pesadas, dos cadenas ligeras esenciales y dos reguladoras. En S. pombe hay 

dos formas  de cadenas pesadas, Myo2 y Myo3/Myp2 (Bezanilla et al., 1997; Kitayama 

et al., 1997; Motegi et al., 1997, 2000), una cadena ligera esencial denominada Cdc4 

(McCollum et al., 1995) y una cadena ligera reguladora denominada Rlc1 (Le Goff et al., 

2000). 
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Myo2 y Myp2 se localizan en la zona de división y su función principal es en citocinesis 

(Bezanilla et al., 1997; Kitayama et al., 1997; May et al., 1997; Motegi et al., 1997). 

Myo2 es uno de los principales componentes del CAR y es de las primeras moléculas 

en localizarse en la zona de división mientras que Myp2 llega 30 minutos más tarde 

(Wu et al., 2003). Myo2 forma un dímero de 2 cabezas con 9 dominios ricos en prolina 

en su cola, mientras que Myp2 es monomérica y contiene 25 dominios ricos en prolina 

de los cuales 19 se concentran en la zona central de la cola dividiéndola en dos 

subdominios que se pliegan de forma antiparalela (Bezanilla and Pollard, 2000). 

La contribución de Myo2 y Myp2 a la citocinesis es diferente. Myo2 es esencial y su 

deleción da lugar a células capaces de germinar pero que mueren debido a los 

defectos en citocinesis (Kitayama et al., 1997; May et al., 1997). La deleción de Myp2 

presenta un fenotipo más leve, las células muestran un leve defecto en citocinesis pero 

son capaces de crecer (Fujita et al., 2002; Mulvihill et al., 2000). El defecto en la cepa 

mutante myp2Δ se agudiza cuando crece en condiciones de estrés. Se ha observado 

que esta proteína es esencial para la regulación del ion cloruro y presenta interacción 

génica con la deleción de la calcineurina en citocinesis (Bezanilla et al., 1997; Fujita et 

al., 2002; Motegi et al., 1997). La cepa mutante doble myo2-E1 myp2Δ presenta 

defectos aditivos en citocinesis respecto a los mutantes sencillos. Por tanto, ambas 

proteínas actúan en distintas vías de señalización y regulan procesos diferentes dentro 

de la citocinesis (Bezanilla and Pollard, 2000; Motegi et al., 2000). Myo2 está implicada 

en el ensamblaje del anillo de actomiosina y en la contracción del mismo debido a su 

actividad motora, como se explicará en el apartado 4.5. Myp2 tiene un papel 

secundario en la contracción del CAR que se manifiesta cuando la actividad de Myo2 se 

encuentra comprometida (Palani et al., 2017; Zambon et al., 2017). A pesar de tener 

funciones distintas, recientemente se ha descrito que ambas proteínas también 

pueden colaborar en algunos procesos como en la activación de la glucán-sintasa Bgs1. 

Además, en situaciones de estrés osmótico, Myp2 regula a Myo2 colaborando así 

ambas en la contracción del CAR (Okada et al., 2019). En células animales se ha visto 

cómo la actividad motora de las miosinas de clase II es necesaria junto con las septinas 

para generar la fuerza necesaria en el sitio de constricción de la célula que formará el 

futuro sitio de abscisión (Wang et al., 2019). Myo2 posee dos sitios putativos de 

fosforilación y, aunque la fosforilación de la serina 1.444 no influye en la actividad 

motora de esta proteína, sí promueve el inicio de la constricción del CAR (Sladewski et 

al., 2009) (Figura 5). 

Las cadenas ligeras Cdc4 y Rlc1 se unen a las cadenas pesadas por sus dominios IQ 

presentes en la zona del cuello. Cdc4 es una proteína con un dominio EF-hand 

compuesto por un dominio N-terminal y otro C-terminal unidos por un linker muy 

flexible. Cada uno de estos dominios se une a proteínas diferentes de la maquinaria de 

citocinesis (Escobar-Cabrera et al., 2005). Cdc4 mantiene su localización en el CAR 

durante la mitosis a pesar de la eliminación de los dominios de unión IQ de ambas 
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cadenas pesadas Myo2 y Myp2, por lo que su localización es independiente de estas. 

Esto se debe a que Cdc4 se une a otras proteínas del CAR con dominio IQ como Rng2 o 

Myo51, provocando un aumento de la interacción de Myo2 con Rlc1 (D’souza et al., 

2001a). Cdc4 es fosforilado durante citocinesis, aunque su estado de fosforilación no 

afecta a su capacidad de unión a Myo2. Los mutantes fosfonulos y fosfomiméticos de 

Cdc4 presentan un crecimiento normal y sin defectos en citocinesis, por lo que su 

estado de fosforilación no parece afectar a la función de la proteína (McCollum et al., 

1999). 

El papel de Rlc1 es liberar a Myo2 de su estado de autoinhibición mediante la 

interacción con sus dominios IQ (Naqvi et al., 2000). Rlc1 posee dos sitios de 

fosforilación en las posiciones 35 y 36 (S35 y S36) fosforilados por la quinasa 

Pak1/Shk1/Orb2. En S. pombe, al contrario que en células animales, la fosforilación de 

Rlc1 parece reducir la afinidad de Myo2 por la actina, aunque todavía no está claro 

cómo el estado de fosforilación de Rlc1 es capaz de regular este proceso (Pollard et al., 

2017). De esta forma, la fosforilación de estos aminoácidos produce retrasos en la 

citocinesis, mientras que en los mutantes fosfonulos se produce una constricción del 

CAR prematura (Loo and Balasubramanian, 2008a). Tampoco está claro como la 

fosforilación o desfosforilación de estas serinas de Rlc1 afecta a la actividad ATPasa o a 

la movilidad de Myo2 (Pollard et al., 2017; Sladewski et al., 2009).  

 

1.5.3 Miosinas de clase V 

Existen dos tipos de miosinas de clase V, Myo51 y Myo52. Myo52 se localiza en los 

polos de crecimiento y en la zona media durante la división y Myo51 solo se localiza en 

el CAR durante citocinesis (Motegi et al., 2001; Win et al., 2001). Ambas miosinas 

necesitan un citoesqueleto de actina intacto para su correcta localización. El papel 

principal de ambas miosinas es el transporte de vesículas secretoras a lo largo de los 

cables de actina (Lo Presti et al., 2012). La cepa mutante Myo51Δ muestra un 

crecimiento y una morfología normales mientras que en la deleción de Myo52 se 

puede observar una pérdida parcial de la polaridad, un retraso en el crecimiento y 

defectos en citocinesis. La combinación de ambas deleciones no produce un fenotipo 

aditivo (Motegi et al., 2001; Win et al., 2001). En las células con la deleción de myo52+ 

y/o myo51+ los cables de actina están enroscados y fallan al extenderse hacia el 

interior del citoplasma. Myo52 contribuye a la formación de los cables de actina 

mediante el transporte de los reguladores de las forminas a los polos celulares (Lo 

Presti et al., 2012). Myo52 es también responsable de llevar las vesículas con Bgs1, y 

probablemente, con las otras glucán-sintasas, a los polos de crecimiento y al ecuador 

de la célula para la formación del septo. Por otro lado, Myo51 tiene un papel no 

esencial en la citocinesis como componente del CAR (Mulvihill et al., 2006; Win et al., 

2001) (Figura 5).  
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Figura 5.- Localización de las miosinas en la célula. En la levadura de fisión existen 3 clases de miosinas, 

la de clase I está implicada en la formación de los parches mientras que las de clase V transportan los 

cargos a través de los cables. Finalmente, las de clase II participan en la formación del anillo de 

actomiosina durante la división celular. Adaptado de Clayton et al., 2010. 

 

1.6    Las septinas 

Las septinas son proteínas de unión a GTP que forman filamentos de unos 10nm que 

fueron identificadas inicialmente en S. cerevisiae (Hartwell, 1971) y, posteriormente,  

descritas en la mayoría de los organismos eucariotas (Faty et al., 2002; Macara et al., 

2002). Estas proteínas poseen una estructura muy conservada con un dominio central 

de unión a GTP flanqueado por una región básica en el extremo N-terminal y un 

dominio coiled-coil en su región C-terminal (An et al., 2004).   

En S. pombe se han encontrado 7 septinas (Spn1-7) de las cuales Spn5, Spn6 y Spn7 

están implicadas en esporulación (Onishi et al., 2010). Al contrario que en la levadura 

de gemación, las septinas no son esenciales, pero la deleción de alguna de las 4 

primeras, Spn1-4, provoca defectos en la división celular observándose un fenotipo de 

células encadenadas (Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). Spn1 y Spn3 son las 

primeras en localizarse en el sitio de división al final de la mitosis formando un anillo al 

que luego llegan el resto. Estas septinas forman un octámero, siendo Spn1 y Spn4 el 

núcleo de esta estructura. El anillo de septinas no se contrae con el CAR y desaparece 

tras la división celular (An et al., 2004; Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). El anillo de 

septinas sirve de anclaje a otras proteínas como por ejemplo la GTPasa Rho4, su 

activador Gef3, o las glucanasas Eng1 o Agn1 que tienen un papel importante en la 

separación celular tras la constricción del CAR (Martín-Cuadrado et al., 2005; Muñoz 

et al., 2014; Santos et al., 2015; Wang et al., 2015). En los mutantes carentes de Spn1 

se puede observar más adelantada la formación del anillo de septinas, mientras que su 

contracción está ligeramente disminuida (Zheng et al., 2018). Además, en estos 
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mutantes, la quinasa de la ruta SIN, Sid2, y las glucán-sintasas, Bgs1 y Ags1, se localizan 

en la zona media de forma prematura y se mantienen menos tiempo en ella (Zheng et 

al., 2018). 

Para la formación correcta del anillo de septinas es necesaria la localización de la 

anillina Mid2 en el sitio de división (Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). Mid2 se 

expresa únicamente durante anafase y la sobreexpresión de una forma más estable de 

esta proteína lleva a la persistencia del anillo de septinas a lo largo de múltiples 

divisiones celulares (An et al., 2004; Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). Spt20 es una 

unidad estructural de un complejo de activación transcripcional que regula la 

expresión de Mid2 e interacciona con esta y con Spn2, colocalizando, por tanto, con el 

anillo de septinas. La deleción de Spt20 provoca defectos en la separación celular 

debidos a la falta del anillo de septinas o a un fallo en su ensamblaje causado por la 

falta de transcripción de Mid2 (Lei et al., 2014). 

 

2. LA PARED CELULAR DE S. pombe 

Las células fúngicas, al igual que las bacterias y las células vegetales poseen una pared 

celular hecha de polisacáridos que puede considerarse equivalente a la matriz 

extracelular de las células animales, pero es más resistente y rígida y es esencial para 

su supervivencia. Esta pared es externa a la célula y por tanto debe crecer con ella y 

soportar todos los cambios que esta experimenta durante el ciclo de división (Durán 

and Pérez, 2004). 

 

2.1   Composición de la pared celular 

Estudios mediante microscopía electrónica de la pared celular de S. pombe muestran 

una estructura de tres capas (Osumi, 2012). Dos capas densas a los electrones en los 

lados externo e interno formadas por galactomanano que constituye la parte 

sacarídica de las glicoproteínas de la pared (9–14% del total pared), y una capa central 

transparente a los electrones compuesta de β-glucanos y α-glucanos (54-60% y 28-32% 

de la pared respectivamente). Esta capa contiene fibras cristalinas de β-(1,3)-glucano 

que proporcionan rigidez a la pared celular, ramas de glucano β-(1,6) que aumentan la 

resistencia de la pared y α-(1,3)-glucano que funciona como un factor de agregación 

esencial para la integridad celular (Bush et al., 1974; García Cortés et al., 2016; Grun et 

al., 2004; Humbel et al., 2001; Kopecká et al., 1995; Manners and Meyer, 1977) (Figura 

6). 
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Cuando las células de S. pombe forman un septo de división, en el microscopio 

electrónico se observa una estructura de tres capas con un septo primario central 

principalmente hecho de β-(1,3)-glucano lineal que desaparece tras la separación 

celular y dos septos secundarios externos que son similares a la pared celular pero 

inicialmente no tienen una capa externa de galactomanano (G. Cortés et al., 2018).  

Figura 6.- Pared celular de S. Pombe. La pared celular de la levadura de fisión consta de 3 capas, la 

central está formada por β-(1-3)-D-glucano con ramificaciones de β-(1-6)-D-glucano y por α-(1-3)-D-

glucano con ramificaciones de α-(1-4)-D-glucano. Esta se encuentra flanqueada por dos capas de 

galactomanano. Adaptado de de Medina-Redondo et al., 2010. 

 

Las enzimas encargadas de la síntesis del β glucano son las β-(1-3)-glucán-sintasas, 

unas proteínas transmembranales de alto peso molecular formadas por una subunidad 

catalítica y una subunidad reguladora (Arellano et al., 1996; Drgonová et al., 1996; 

Kang and Cabib, 1986). Se han identificado 4 genes codificantes para las subunidades 

catalíticas de las β-glucán-sintasas bgs1+, bgs2+, bgs3+ y bgs4+, todas ellas esenciales. 

Bgs1, Bgs3 y Bgs4 están implicadas en la síntesis de pared celular durante el 

crecimiento vegetativo y Bgs2 participa en esporulación (García Cortés et al., 2016). 

Estas proteínas presentan una gran similitud con las β-glucán-sintasas de S. cerevisiae 

Fks1 y Fks2. Sin embargo, estas últimas tienen un papel redundante mientras que en la 

levadura de fisión cada glucán-sintasa tiene un papel distinto y no solapante (García 

Cortés et al., 2016; Mazur et al., 1995). Bgs1, Bgs3 y Bgs4 se localizan en la zona de 

división, en los polos celulares y en zonas de crecimiento de pared celular durante la 
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diferenciación sexual (Cortés et al., 2016). Bgs1 es la enzima responsable de la síntesis 

del β-glucano lineal (Cortés et al., 2007). Además, se ha identificado una proteína de 

membrana, Sbg1, que interacciona con Bgs1 y cuya pérdida de función lleva a una 

reducción del β-glucano lineal. Esta proteína es parecida a Kre6 en S. cerevisiae y 

podría participar en el transporte de Bgs1 a la zona de división (Sethi et al., 2016). 

Bgs4 es la responsable de la síntesis del β-glucano ramificado mayoritario en la pared 

celular y es necesaria para la formación del septo secundario durante la citocinesis 

(Cortés et al., 2005). La deleción de Bgs4 o el tratamiento específico con ciertos 

inhibidores de las glucán-sintasas provocan la lisis celular, fundamentalmente durante 

la septación (Cortés et al., 2005; Martins et al., 2011). El papel de Bgs3 en la biosíntesis 

de pared es aún desconocido (Martín et al., 2003). 

Aunque existen 4 subunidades catalíticas distintas de las glucán-sintasas, únicamente 

se ha descrito una subunidad reguladora de todas ellas que es la GTPasa Rho1. Para 

activar la síntesis de β-glucano, Rho1 debe anclarse a la membrana plasmática y estar 

unida a GTP (Arellano et al., 1999). La GTPasa Rho1 es capaz también de unirse a las 

protein-quinasas de la familia PKC, Pck1 y Pck2, en su extremo N-terminal y actúa 

protegiéndolas de su degradación y permitiendo que sean activadas por la quinasa 

dependiente de fosfolípidos denominada Ksg1 (Madrid et al., 2015, 2017). Por su 

parte, Pck1 y Pck2 también son capaces de aumentar la actividad de las β-glucán-

sintasas (Arellano et al., 1999) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.- Formación de β-glucano por la β-glucán-sintasa. La GTPasa Rho1 es el principal regulador de 

las β-glucán-sintasas. La hidrólisis de GTP en la isoforma activa de Rho1 confiere la energía necesaria a la 

glucán-sintasa para polimerizar el β-glucano. Adaptado de Cortés et al., 2016. 
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La biosíntesis del α-glucano depende de la enzima Ags1/mok1 (Garcia et al., 2006; 

Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al., 1999). Es una proteína esencial de 272 

KDa, con múltiples dominios transmembrana, un dominio sintasa citoplasmático 

encargado de añadir los residuos de glucosa y un dominio transglicosidasa extracelular 

implicado probablemente en el entrecruzamiento del α-glucano con otros 

componentes de la pared celular (Vos et al., 2007). Ags1, al igual que las β-glucán-

sintasas, se localiza en el septo, en los polos de crecimiento y en los lugares de 

crecimiento durante la fase sexual (Cortés et al., 2012; Konomi et al., 2003). La quinasa 

Pck2 es necesaria para la localización de Ags1 (Calonge et al., 2000).  

 

3. LAS GTPasas DE LA FAMILIA RHO EN S. pombe 

Las GTPasas de la familia Rho (Ras Homology) forman parte de la superfamilia de las 

proteínas Ras que se han conservado en todas las células eucariotas desde levaduras 

hasta mamíferos (Madaule and Axel, 1985). Estas GTPasas son moléculas pequeñas de 

entre 20-40 KDa que ciclan entre su estado activo unidas a GTP y su estado inactivo 

unidas a GDP. Las GTPasas Rho están implicadas en diversas funciones celulares como 

la morfogénesis y la polaridad, la migración celular o la citocinesis mediante la 

regulación de la formación y contracción del CAR (Hodge and Ridley, 2016). Para 

ejercer su función las proteínas Rho requieren anclarse a la membrana, para ello 

sufren cambios postraduccionales en su extremo carboxilo que consisten en la 

incorporación de grupos isoprenoides seguida de una proteólisis y metilación (Bustelo 

et al., 2007). Algunas GTPasas también son modificadas mediante palmitoilación 

(Sanchez-Mir et al., 2014). 

Los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina o GEF (Guanine nucleotide 

Exchange Factor) promueven el cambio de unión de GDP a GTP activando así a estas 

GTPasas (Rossman et al., 2005). Por otra parte, las proteínas denominadas GAPs 

(GTPase Activating Protein) incrementan la actividad intrínseca de hidrólisis de GTP de 

las GTPasas y así las inactivan (Moon and Zheng, 2003). Existen más GEFs y GAPs que 

proteínas Rho, por lo que una misma GTPasa puede ser regulada por más de un GEF o 

GAP, lo que permite el control y especificidad de las distintas vías de señalización en 

las que intervienen las GTPasas (Bos et al., 2007). Otros reguladores de las GTPasas son 

los denominados inhibidores de la disociación de guanina o GDI (Guanine Disociation 

Inhibitor) que secuestran a las GTPasas unidas a GDP en el citoplasma previniendo que 

se localicen en las membranas y sean activadas por los GEF o que sean degradadas 

(Cherfils and Zeghouf, 2013; DerMardirossian and Bokoch, 2005; Olofsson, 1999). 

Además, las GTPasas pueden ser reguladas mediante fosforilación, ubiquitinación y 

otras modificaciones postraduccionales (Hodge and Ridley, 2016; Lang et al., 1996). En 

S. pombe existen 6 miembros de esta familia: Rho1-5 y Cdc42, de las cuales solo Rho1 y 

Cdc42 son esenciales para la viabilidad celular (Arellano et al., 1999).  



Introducción 
 

18 
 

3.1    Rho1 

Rho1 es, como hemos mencionado, la principal GTPasa que interviene en la formación 

de la pared celular y es esencial para la viabilidad celular. Presenta 73% y 67% de 

similitud frente a sus homólogos Rho1 de S. cerevisiae y RhoA de Homo sapiens 

respectivamente (Nakano and Mabuchi, 1995). Cuando se reprime la expresión de 

Rho1, se sobreexpresa el alelo constitutivamente inactivo rho1T20N o se expresa un 

alelo en el que la función de Rho1 se encuentra comprometida, como rho1-596, las 

células presentan una reducción del glucano en la pared celular debido a una 

reducción de las actividades β-(1-3) glucán-sintasa y α-glucán-sintasa. Además se 

observan defectos en el citoesqueleto, fundamentalmente la disminución de los cables 

de actina y microtúbulos aberrantes (Arellano et al., 1997). Por otro lado, en las células 

que sobreexpresan Rho1 o el alelo constitutivamente activo rho1G15V aparecen 

cúmulos de actina y una pared celular mucho más gruesa con células encadenadas 

incapaces de dividirse, indicando un papel de Rho1 en la división celular (Arellano et 

al., 1997). 

Rho1 se localiza en las zonas de crecimiento, polos celulares, y en la zona de división 

(Arellano et al., 1997). Se han identificado tres GEFs de Rho1: Rgf1, Rgf2 y Rgf3. Rgf1 es 

el principal activador de Rho1 a lo largo del ciclo vegetativo, es necesario para la 

transición a NETO y para mantener la integridad celular (García et al., 2006). Además 

este GEF es también responsable de la activación de Rho1 en el núcleo de la célula que 

es necesaria para la reparación del daño al ADN (Manjón et al., 2017; Muñoz et al., 

2014). Rgf2 está implicado en el proceso de esporulación y colabora con Rgf1 durante 

el ciclo vegetativo (García et al., 2009). Rgf3 es esencial y activa a Rho1 durante la 

citocinesis (Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004). Hasta la fecha se han descrito 

tres GAP de Rho1: Rga1, su principal regulador negativo (Nakano et al., 2001a); Rga5, 

implicado en la regulación de la citocinesis (Calonge et al., 2003) y Rga8 cuya función 

se desconoce (Yang et al., 2003). 

Las principales proteínas activadas por Rho1 son las quinasas Pck1 y Pck2 cuya 

deleción simultánea es letal puesto que estas proteínas regulan conjuntamente la 

activación de las β-glucán-sintasas (Arellano et al., 1999). Pck2 es también activada por 

Rho2 y participa en la localización de la α-glucán-sintasa, aunque el mecanismo se 

desconoce (Calonge et al., 2000) y además, juega un papel principal junto con esta 

GTPasa en la activación de la ruta de la MAP quinasa de integridad, Pmk1 (Ma et al., 

2006). Rho1 y Pck1 también participan en la respuesta de activación de Pmk1 a ciertos 

estímulos como el daño en la pared celular (García et al., 2009; Sanchez-Mir et al., 

2014). 
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3.2    Cdc42 

Cdc42 es esencial y está implicada el crecimiento polarizado y en el mantenimiento de 

la morfología cilíndrica de S. pombe, presentando una identidad del 85% respecto a su 

homólogo de S. cerevisiae (Miller and Johnson, 1994). Su deleción provoca un cambio 

en la morfología de las células que pierden la polaridad y se redondean (Miller and 

Johnson, 1994). Cdc42 se localiza en todas las membranas celulares, pero cuando se 

activa se concentra en la membrana plasmática de las áreas de crecimiento (Bendezú 

et al., 2015; Estravís et al., 2011, 2017). El control espacial de la activación de Cdc42 

determina la morfología de S. pombe y se realiza mediante los GEFs y GAPs de Cdc42. 

Dos GEFs, Scd1 y Gef1, regulan su activación y la eliminación de ambos es letal (Coll et 

al., 2003). Scd1 parece jugar un papel prominente en el control de la morfología celular 

y Gef1 en la citocinesis (Coll et al., 2003). Recientemente se ha propuesto que Scd1 

actúa como el principal activador de Cdc42 en las áreas de crecimiento, mientras que 

Gef1 es una proteína citosólica y se asocia con la membrana plasmática en situaciones 

de estrés actuando como un activador global de Cdc42 (Tay et al., 2018). Se han 

descrito tres GAPs que inactivan a Cdc42: Rga3, Rga4 y Rga6, de las cuales las dos 

últimas proteínas se localizan en los lados de la célula (Gallo Castro and Martin, 2018; 

Revilla-Guarinos et al., 2016; Tatebe et al., 2008) y contribuyen a restringir la actividad 

de Cdc42 en los polos celulares (Revilla-Guarinos et al., 2016). Rga3 se localiza en los 

sitios de crecimiento y también en las zonas de la membrana plasmática con Cdc42 

activa durante la conjugación y actúa inestabilizando a Cdc42-GTP y su complejo 

señalizador. En consecuencia, las células que carecen de Rga3 se hiperpolarizan y 

tienen defectos en la conjugación (Gallo Castro and Martin, 2018). 

Se han descrito dos tipos de proteínas transmisoras de la señal de Cdc42 que son: la 

formina For3, responsable de la formación de los cables de actina de interfase, y las 

quinasas de la familia PAK, Pak1/Shk1 y Pak2/Shk2 (Perez and Rincón, 2010). La 

quinasa Pak1/Shk1 participa en la citocinesis y es esencial el crecimiento polarizado 

puesto que las células que llevan el alelo mutante hipomorfo de esta quinasa orb2-34 

presentan morfología redondeada (Polverino et al., 1995). Las dianas de Pak1 descritas 

hasta la fecha incluyen Tea1 (Kim et al., 2003), Rga8 (Yang et al., 2003), la miosina de 

tipo I Myo1 asociada con los parches de actina (Attanapola et al., 2009) y la cadena 

ligera reguladora de las miosinas Rlc1, que forma parte del anillo contráctil (Loo and 

Balasubramanian, 2008).  

 

4. LA FOSFATASA CALCINEURINA 

La calcineurina es una fosfatasa de tipo 2B dependiente de Ca2+/calmodulina y uno de 

los cuatro tipos principales de fosfatasas específicas de serina o treonina presentes en 

las células eucariotas (Cohen, 1989). Aunque fue descubierta en el tejido neuronal, 

está distribuida por todas las células y muy conservada desde las levaduras al hombre 
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(Klee and Krinks, 1978; Wang and Desai, 1977). Esta fosfatasa es un heterodímero 

formado por una subunidad catalítica (Calcineurina A) de unos 60 KDa y una subunidad 

reguladora (Calcineurina B) de 19 KDa (Klee et al., 1979; Lu et al., 2002a). La subunidad 

catalítica posee una región N-terminal catalítica y una región reguladora formada por 

un dominio helicoidal de unión a la subunidad reguladora, calcineurina B (Watanabe et 

al., 1995), un dominio de unión a calmodulina (Kincaid et al., 1988) y un dominio 

autoinhibidor (Hashimoto et al., 1990) (Figura 8). 

 

Figura 8.- Estructura de los dominios de la Calcineurina A. La calcineurina posee un dominio catalítico 

en su región N-terminal mientras que en su extremo C-terminal posee una región reguladora formada 

por un dominio de unión a la calcineurina B (CaB), un dominio de unión a calmodulina (CaM) y un 

dominio autoinhibidor (AI). Adaptado de Rusnak and Mertz, 2000. 

 

Para la activación de la subunidad catalítica se requiere la unión tanto de la 

calcineurina B como de la calmodulina. Sin embargo, mientras la calcineurina B está 

fuertemente asociada, la calmodulina se une de forma transitoria. La calcineurina 

desfosforila a los aminoácidos serina o treonina de forma poco selectiva, por lo que es 

necesario un fuerte control de su activación e inhibición para dar especificidad a su 

señalización. Este control está mediado por picos transitorios de calcio que se unen a 

los dominios EF-hand de la calcineurina B y de la calmodulina (Mehta et al., 2014). La 

calcineurina B posee 4 dominios EF-hand, de estos, los sitios 3 y el 4 presentan una 

mayor afinidad por la calmodulina, mientras que la de los sitios 1 y 2 es inferior 

(Gallagher et al., 2001; Kakalis et al., 1995). Los sitios de mayor afinidad siempre tienen 

una molécula de calcio unida y su función es estabilizar el heterodímero con la 

subunidad catalítica. Los sitios de baja afinidad sirven como sensor de calcio para 

regular a la subunidad A permitiendo la unión de calmodulina. Para su total activación, 

a la calcineurina A (forma I) se le une la subunidad reguladora activada por la unión a 

calcio (forma II), esto libera al dominio de unión de la calmodulina. Cuando los niveles 

de calcio aumentan se produce la activación de la calmodulina que provoca un cambio 

en su estructura y le permite unirse a una hélice alfa de la subunidad A (forma III). Esta 

interacción desplaza al dominio autoinhibidor de la fosfatasa dejando libre el sitio 

activo (forma IV) (Li et al., 2011; Stemmer and Klee, 1994; Yang and Klee, 2000) (Figura 

9). En S. cerevisiae se ha descrito que esta fosfatasa también puede ser activada por el 

ion Mn2+ aunque de forma menos eficiente (Ren et al., 2009).  
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Figura 9.- Estados de activación de la calcineurina. La unión de calcio libera el dominio de unión de la 

calmodulina (forma II), la unión de esta (forma III) desplaza el dominio autoinhibidor obteniendo la 

forma completamente activa (forma IV). Adaptación de Li et al., 2011. 

 

El sitio catalítico de la subunidad A está formado por láminas β que interaccionan con 

dominios PxIxIT presentes en otras proteínas que también forman estas estructuras (Li 

et al., 2007). Este motivo se encuentra muy degenerado lo que hace que existan 

distintas variantes con diferente afinidad por la calcineurina. Además esta fosfatasa 

también reconoce el motivo LxVP cuya función es orientar el sustrato para su correcta 

desfosforilación (Roy and Cyert, 2009). La calcineurina es potencialmente inhibida por 

los compuestos inmunosupresores FK506 y ciclosporina A. Se ha visto que el lugar de 

unión de estos compuestos solapa con el sitio de unión LxVP, por lo que estos 

compuestos impedirían la correcta orientación del sustrato (Roy and Cyert, 2009). La 

elevada variabilidad del motivo PxIxIT hace que la calcineurina tenga numerosos 

sustratos potenciales por lo que la interacción por el dominio LxVP le confiere 

especificidad a la unión (Nygren and Scott, 2016). Se han identificado alrededor de 75 

sustratos directos de la calcineurina, aunque la reciente utilización de inhibidores de 

esta fosfatasa como FK506 o ciclosporina A están siendo de utilidad para la 

identificación de nuevos sustratos (Roy and Cyert, 2019). 

En células animales existen tres isoformas de la subunidad catalítica A (α, β o γ) junto 

con dos isoformas de la subunidad reguladora B (tipo 1 y tipo 2) (Kuno et al., 1989; 

Nygren and Scott, 2016). Esta fosfatasa está implicada en numerosos procesos, en 

linfocitos T el principal papel de la calcineurina es la activación del factor de 

transcripción NFAT. Su desfosforilación provoca un cambio conformacional que expone 
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una señal de localización nuclear y permite que NFAT se transloque al núcleo, 

activando la expresión de varios genes (Li et al., 2011). En las neuronas el canal de 

potasio TRESK que tiene un bucle entre los dominios transmembrana 2 y 3 con un 

motivo PxIxIT es sustrato de la calcineurina (Li et al., 2007). También se ha propuesto 

que la calcineurina podría regular el estado de fosforilación de los receptores AMPA en 

el hipocampo del cerebro implicados en la plasticidad sináptica, limitando la 

incorporación de calcio mediante vesículas (Sanderson et al., 2012). Además, la 

calcineurina es reclutada por diferentes proteínas adaptadoras de la vía de 

señalización de la insulina (Hinke et al., 2012) y participa en  la función cardiaca (Li et 

al., 2010; Santana et al., 2002). 

 

4.1    La calcineurina en hongos 

En hongos se ha descrito ampliamente el papel de la calcineurina en la respuesta a 

estrés, en virulencia, en integridad celular, en morfogénesis, en la progresión del ciclo 

celular y en la homeostasis de iones (Fox and Heitman, 2002; Kraus and Heitman, 

2003). En Aspergillus fumigatus la subunidad catalítica de la calcineurina CnaA, al igual 

que en mamíferos, mantiene el dominio de unión a calmodulina necesario para su 

activación y el dominio autoinhibidor, mientras que la subunidad reguladora CnaB 

conserva los dominios de unión a calcio (Juvvadi et al., 2011). Ambas subunidades se 

localizan en pequeñas estructuras móviles que van de los polos al septo y en las zonas 

de crecimiento, es decir, en la membrana de los polos y del septo de las hifas. La 

localización de la subunidad catalítica CnaA en el septo es independiente de la 

subunidad reguladora CnaB, aunque esta última si necesita de la primera para 

localizarse. Todavía se desconoce la proteína encargada de la localización de la 

subunidad catalítica CnaA en el septo (Juvvadi et al., 2011). La calcineurina 

interacciona con sus sustratos a través de los dominios PxIxIT y LxVP presentes en ellos 

mediante la secuencia FMDVF de la subunidad catalítica. Las mutaciones en los 

aminoácidos F368 y F372 de esta secuencia producen la deslocalización de la 

subunidad catalítica de la calcineurina de la zona de división. Aún no se ha estudiado la 

funcionalidad de este dominio en otros hongos (Juvvadi et al., 2011). 

La deleción de los genes codificantes de ambas subunidades produce células con 

ramificaciones irregulares y septos aberrantes (Juvvadi et al., 2011). Estos defectos en 

la formación del septo son muy similares a los observados en la deleción de los genes 

codificantes para quitin-sintasa. Se ha propuesto que la calcineurina podría estar 

implicada en la activación de estas sintasas para la formación del septo (Juvvadi et al., 

2014). La deleción de la calcineurina también produce defectos en la pared celular, 

probablemente debidos a la inactivación de la vía de la señalización de la protein-

quinasa C (PKC) mediada por el factor de transcripción Crz1, como ocurre en la 

levadura de gemación S. cerevisiae (Juvvadi and Steinbach, 2015). 



Introducción 
 

23 
 

En A. fumigatus la calcineurina puede ser fosforilada en una secuencia rica en serina y 

prolina (SPRR). Los mutantes fosfonulos de esta región poseen ramificaciones 

irregulares y un crecimiento disminuido. Tanto la quinasa dependiente de ciclina CDK1 

como la MAP quinasa Pmk1 han demostrado tener la capacidad de fosforilar a la 

calcineurina in vitro en esta región. El tratamiento con el inhibidor FK506 produce una 

disminución del estado de fosforilación de CnaA, por lo que este compuesto, además 

de actuar sobre la propia calcineurina, podría inhibir a las quinasas encargadas de 

activarla (Juvvadi and Steinbach, 2015; Juvvadi et al., 2013).  

En los hongos patógenos como Candida albicans o Cryptococcus neoformans la 

calcineurina está implicada en la vía de señalización de respuesta a estrés regulando 

genes como RCN1, al igual que en S. cerevisiae (Reedy et al., 2010). Además, en C. 

albicans la subunidad catalítica está implicada en el crecimiento de las hifas y, por ello, 

esta fosfatasa es considerada esencial en el proceso de virulencia de este hongo (Bader 

et al., 2003). De igual forma, la subunidad catalítica de la calcineurina de C. 

neoformans regula la expresión de ciertas proteínas necesarias para la patogénesis y 

su eliminación impide el crecimiento de este hongo, disminuyendo su virulencia 

(Odom et al., 1997). Se ha descrito que esta fosfatasa posee un papel similar en la 

respuesta a estrés o la regulación del ciclo celular y crecimiento de las hifas, y por 

tanto, en la virulencia de otros hongos como Aspergillus oryzae, Aspergillus nidulans o 

Neurospora crassa (Juvvadi et al., 2011). 

 

4.2    La calcineurina en S. cerevisiae 

En la levadura de gemación la calcineurina está formada por dos isoformas de la 

subunidad catalítica, Cna1 o Cmp2 (Cna2), y una subunidad reguladora Cnb1 que no 

son esenciales para la viabilidad celular (Cyert and Thorner, 1992; Cyert et al., 1991; Liu 

et al., 1991). No obstante, si son esenciales en condiciones de estrés como 

temperaturas elevadas, estrés de retículo, pH alcalino o problemas en la pared celular 

(Bonilla et al., 2002; Lagorce et al., 2003; Serrano et al., 2004). Esta fosfatasa participa, 

junto con la ruta MAPK de integridad celular, en la respuesta a daños en la pared y en 

la activación del factor de transcripción Crz1. Este factor de transcripción, como NFAT, 

migra al núcleo cuando se activa por desfosforilación e induce la expresión de varios 

genes, entre ellos el de la glucán-sintasa FKS2. De esta forma la ruta de integridad 

mantiene altos los niveles de expresión de este gen mientras dure el estrés de pared 

(Matheos et al., 1997; Stathopoulos and Cyert, 1997; Zhao et al., 1998). La calcineurina 

también modula la respuesta a estrés por sales mediante la regulación de la bomba de 

sodio Pmr2 de forma indirecta a través de Crz1 y directamente mediante 

modificaciones postraduccionales en los canales de potasio Trk1 (Mendoza et al., 

1994, 1996; Nakamura et al., 1993). Además la calcineurina regula el calcio intracelular 

inhibiendo el canal vacuolar Vcx1, implicado en el secuestro de calcio (Garrett-Engele 
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et al., 1995; Tanida et al., 1995) y la expresión de las bombas de calcio Pmc1 y Pmr1 

mediante Crz1 (Cunningham and Fink, 1994). La calcineurina también está implicada 

en la parada de las células en G1 que se genera tras la producción de un pico de calcio 

que produce la activación de la fosfatasa durante el proceso de conjugación (Heitman 

et al., 1993). Además, en la levadura de gemación la calcineurina también desfosforila 

y activa a Rga2, un GAP de la GTPasa Cdc42, para inhibir la vía de señalización de 

respuesta a feromonas (Ly and Cyert, 2017). El análisis de todos estos sustratos de la 

calcineurina en la levadura de gemación se utilizó para identificar los motivos de 

interacción con la fosfatasa, PxIxIT y LxVP (Roy and Cyert, 2009). 

 

4.3    La calcineurina en S. pombe 

En la levadura de fisión existe una subunidad catalítica y una subunidad reguladora 

que están codificadas por los genes ppb1+ y cnb1+ respectivamente, ninguno de ellos 

esencial (Sio et al., 2005; Yoshida et al., 1994). La deleción de ppb1+ produce un 

defecto en el crecimiento a temperaturas bajas, sensibilidad al ion cloruro, defectos en 

citocinesis, polaridad celular, integridad celular, conjugación, esporulación y 

posicionamiento del SPB (Plochocka-Zulinska et al., 1995; Yoshida et al., 1994; Sugiura 

et al., 1998; Sugiura et al., 1999; Kume et al., 2011). La deleción de Ppb1 provoca 

hipersensibilidad a Cl2Mg y se ha visto que la vía de señalización de la MAPK Pmk1 es 

necesaria para dicha hipersensibilidad (Sugiura et al., 1998). Además, la deleción 

presenta interacción génica con la de otras fosfatasas como Dis2 o Ppa2. La deleción 

de cnb1+ produce un fenotipo similar a la deleción de la subunidad catalítica con un 

aumento de células en septación, la formación de células encadenadas y un retraso en 

la citocinesis (Fan et al., 2013). Los niveles de expresión de calcineurina no sufren 

grandes cambios a lo largo del ciclo celular salvo en condiciones de estrés como la 

carencia de nitrógeno donde se produce un aumento de expresión mediado por el 

factor de transcripción Ste11 (Plochocka-Zulinska et al., 1995). La activación de la 

calcineurina mediante la entrada de calcio en la levadura de fisión viene determinada 

por los canales Prm1, Pmc1 (Cortés et al., 2004) y el canal Cch1-Yam8 (Ma et al., 2011). 

En este organismo la calcineurina activa al menos dos rutas de señalización distintas, 

una dependiente del factor de transcripción Prz1 (homólogo de Crz1) y otra 

independiente de Prz1, siendo esta última antagónica a la ruta de la MAPK Pmk1 

(Hirayama et al., 2003). Prz1 es capaz de reconocer secuencias nucleotídicas 

denominadas “elementos de respuesta dependiente de calcineurina” (CDRE) en los 

promotores de los genes diana, induciendo su expresión (Chatfield-Reed et al., 2016). 

Ante situaciones de estrés se promueve la activación de la calcineurina que induce la 

desfosforilación y traslocación de Prz1 al núcleo, activando la expresión de varios 

genes de forma dependiente de los CDRE (Higa et al., 2015). Entre los genes con estos 

elementos en el promotor se encuentra el propio prz1+, generándose un feedback loop 
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positivo (Deng et al., 2006). Además, los genes que codifican los canales Prm1 y Pmc1 

que permiten la entrada de más calcio también poseen CDRE en sus promotores 

formándose otros feedback loop positivos, de esta forma, la calcineurina amplifica su 

propia activación (Maeda et al., 2004). Los elementos CDRE se utilizan para medir la 

actividad de la calcineurina mediante la fusión al gen de la luciferasa o a una proteína 

fluorescente. Así, cuando la calcineurina esté activa, se produce la activación del factor 

de transcripción Prz1 que reconoce los CDRE e inicia la expresión de la proteína 

reportera, que será proporcional a la activación de la calcineurina en la célula (Deng et 

al., 2006).  

En S. pombe existe un homólogo de los sensores neuronales de calcio (NCS) que está 

codificado por ncs1+. La transcripción de este sensor es dependiente de Prz1 

(Hamasaki-Katagiri and Ames, 2010). El fenotipo de la deleción de ncs1+ se suprime 

mediante la eliminación del canal de calcio Cch1-Yam8. Además, la entrada de calcio y 

la unión de Ncs1 a la membrana están disminuidas en la deleción de Yam8, lo que 

sugiere que esta proteína se une al canal de calcio para cerrarlo. De esta forma, ante 

una elevada concentración de calcio, Prz1 activa la transcripción de Ncs1 que se une al 

canal y lo cierra para que se finalice la señalización (Hamasaki-Katagiri and Ames, 

2010). Además, la entrada de calcio activa a la quinasa Ckk2, que a su vez activa a la 

quinasa Cmk1 y esta fosforila a Prz1, regulando negativamente su actividad. La propia 

expresión de Cmk1 también está regulada por Prz1 formándose un feedback loop 

negativo que finaliza la señalización mediante Prz1 (Cisneros-Barroso et al., 2014). 

Prz1 no participa en la función que ejerce la calcineurina en el retraso de la transición a 

NETO hasta que la replicación del DNA este completa (Kume et al., 2011). La quinasa 

Cds1 fosforila a la calcineurina, que es capaz de desfosforilar a Tip1, una proteína que 

se asocia a los extremos positivos de los microtúbulos y modula su dinámica en ambos 

polos de manera asimétrica para el retraso en la transición a NETO (Kume et al., 2011). 

La quinasa Cki3 actúa en paralelo a Tip1 en el retraso en la transición a NETO y es 

activada también mediante su desfosforilación por la calcineurina (Koyano et al., 

2015). Prz1 tampoco participa en la función de la calcineurina en la homeostasis de 

cloro, en la citocinesis y en la viabilidad celular (Sugiura et al., 1998).  

 

5. LA CALMODULINA COMO PROTEÍNA REGULADORA Y ADAPTADORA 

La calmodulina es una proteína conservada en organismos eucariotas que está 

formada por dos dominios terminales, cada uno de ellos con dos motivos EF-Hand 

capaces de unir una molécula de calcio, conectados por un linker muy flexible. Estos 

dominios presentan distinta afinidad por el calcio, siendo mayor en el dominio N-

terminal. La unión de calcio produce un cambio conformacional que expone los sitios 

hidrofóbicos y le permiten la interacción con otras proteínas como la calcineurina. Por 

este motivo la calmodulina es considerada como una de las principales proteínas en 
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cargadas de regular la señalización mediada por calcio en eucariotas (Villalobo et al., 

2018). Además, la calmodulina es una proteína adaptadora que permite la unión de 

dos proteínas con las que es capaz de interaccionar de forma simultánea. Esto se debe 

a que, al estar formada por dos extremos que unen calcio de forma independiente, la 

calmodulina puede ejercer de nexo entre dos proteínas iguales o diferentes 

favoreciendo la interacción entre ellas (Villalobo et al., 2018). 

En mamíferos esta proteína está implicada en la interacción y activación de varias 

fosfatasas como la MAPK fosfatasa I (Ishida et al., 2009) o la calcineurina (Chyan et al., 

2017; Klee et al., 1979) y de varias quinasas como la quinasa dependiente de 

calcio/calmodulina II (CaMKII), implicada en plasticidad sináptica junto con la 

calcineurina (Heidarinejad et al., 2018). La calmodulina también regula la actividad de 

otras proteínas señalizadoras como los receptores de estrógenos, la glutamato 

descarboxilasa o diversos canales de Ca++ o K+ en las neuronas (Villalobo et al., 2018). 

También se ha descrito que la calmodulina, mediante  su dominio C-terminal, 

interacciona con RalA y RalB, dos GTPasas que pertenecen a la familia de las GTPasas 

Rho y esta interacción necesaria para la activación de la GTPasas mencionadas (Clough 

et al., 2002). En la GTPasa Rac1 se ha identificado una secuencia entre los aminoácidos 

151 y 164 que está implicada en su interacción con la calmodulina y es esencial para su 

activación (Xu et al., 2012). 

El compuesto inhibidor W7 ha sido caracterizado como el principal antagonista de la 

calmodulina actuando sobre varias bombas como la de Na+/H+ sin alterar la endocitosis 

(Hunziker, 1994), aunque también se han identificado otros inhibidores como el 

tamoxifeno (Lam, 1984). Actualmente el tamoxifeno es el tratamiento antitumoral de 

referencia frente a muchos tipos de cáncer de mama debido a su gran afinidad por los 

receptores de estrógenos impidiendo su dimerización y activación mediada por la 

calmodulina (de Médina et al., 2004). 

En S. cerevisiae la calmodulina es una proteína esencial codificada por el gen CMD1 

(Davis et al., 1986) que interacciona con diferentes sustratos de forma dependiente e 

independiente de calcio (Cyert, 2001). De esta forma interacciona con Spc110 para 

regular su localización en el SPB (Stirling et al., 1994) y con las miosinas de clase V 

Myo2 y Myo4 en ambos casos de forma independiente de calcio (Cyert, 2001). Además 

la calmodulina posee un papel muy importante en la endocitosis y el tráfico de 

vesículas también de forma independiente de calcio (Geli et al., 1998; Grötsch et al., 

2010; Kübler et al., 1994). Por otro lado, la calmodulina también regula a algunas 

quinasas como Cmk1 o Cmk2 y algunas fosfatasas como la calcineurina o el complejo 

PP2B de manera dependiente de calcio (Cyert, 2001).  
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5.1    La calmodulina en S. pombe 

En la levadura de fisión la calmodulina esta codificada por el gen cam1+ y se localiza en 

las zonas de crecimiento polarizado y en el SPB (Moser et al., 1997). La calmodulina de 

S. pombe presenta más homología con la de vertebrados que con la de S. cerevisiae 

(Takeda and Yamamoto, 1987). Esta proteína es esencial para el crecimiento 

vegetativo, puesto que las esporas carentes de este gen no superan la primera división 

celular durante la germinación (Takeda and Yamamoto, 1987). La cepa mutante 

termosensible cam1-E14 no tiene defectos en la síntesis y duplicación del DNA, pero 

deja de ser viable durante la mitosis porque presenta problemas en la segregación de 

los cromosomas debido a los defectos  en el SPB (Moser et al., 1997). Por otra parte, la 

cepa mutante cam1-F116 posee defectos en la encapsulación de los 4 núcleos 

formados tras la conjugación, por lo que Cam1 está implicada en el proceso de 

formación de esporas (Takeda et al., 1989). Este último mutante presenta unos niveles 

de Cam1 total inferiores a los de la cepa silvestre y las diferencias se agudizan en 

ausencia de compuestos nitrogenados en el medio, por lo que estos son esenciales 

para la estabilidad de la proteína (Takeda et al., 1989). Se han caracterizado también 

otras cepas mutantes de Cam1 que han servido para estudiar el papel de esta proteína 

en la segregación cromosómica y en la esporulación (Itadani et al., 2010; Moser et al., 

1995). La capacidad de la calmodulina de unir calcio es necesaria para la viabilidad 

celular, pues solo el 25% de las células que poseen 3 de los sitios de unión a calcio 

mutados y un único sitio funcional eran viables (Moser et al., 1995). Al igual que en 

mamíferos, se ha observado que cada uno de los sitios presenta distinta afinidad por el 

calcio. El sitio 3 presenta más afinidad por calcio que el resto, aunque esta mayor 

afinidad no influye en su importancia funcional, siendo el sitio 2 el más necesario 

seguido del sitio 1, el sitio 4 y el sitio 3 (Moser et al., 1995) (Figura 10).  

 

 

 

 

Figura 10.- Estructura de los dominios de la Calcineurina A. La calcineurina posee 4 dominios EF-hand 

mediante los que une calcio para activarse. 

 

La calmodulina posee diversas funciones durante el crecimiento vegetativo que ejerce 

mediante su interacción con distintas proteínas. Así, Myo51 necesita asociarse con la 

calmodulina para interaccionar con Rng8 y Rng9 (Tang et al., 2016). Además la 

calmodulina interacciona con Myo1 también mediante el dominio IQ de la miosina 

(Toya et al., 2001), por lo que tiene una función en endocitosis. La calmodulina es 

también capaz de interaccionar con Rng2, un componente esencial del CAR, por lo que 



Introducción 
 

28 
 

Cam1 podría estar implicada en la citocinesis (Eng et al., 1998). Además, Cam1 es 

necesaria para el reclutamiento de 3 proteínas: Spo2, Spo13 y Spo15 al SPB que 

participan en la formación de la membrana de las esporas (Itadani et al., 2010). Se han 

descrito muchas otras interacciones de la calmodulina con otras proteínas en el SPB 

como Pcp1 o Sha1 (Craig and Norbury, 1998; Flory et al., 2002) o con algunas quinasas 

como Cmk1 (Rasmussen, 2000), sin embargo, no se ha estudiado su posible papel en la 

regulación de las GTPasas de la familia Rho a pesar de que el sitio de interacción con la 

calmodulina está conservado en estas proteínas. 

 

6. LA CITOCINESIS EN S. pombe 

El ciclo celular de S. pombe comienza con un crecimiento monopolar en el polo antiguo 

de la célula, seguido de un crecimiento bipolar. Cuando el tamaño celular es el 

apropiado comienza la fase final conocida como citocinesis en la cual se produce la 

segregación de los componentes celulares para dar lugar a dos células hijas. En la 

levadura de fisión, al igual que en las células animales, la citocinesis comienza cuando 

se marca la localización del futuro surco de división. Esta viene determinada por la 

posición del núcleo y la localización de Mid1, una proteína similar a la anilina de 

mamíferos, en la región central de la célula. La colocación precisa del sitio de división 

es muy importante para la formación de dos células hijas iguales, cada una con su 

propio núcleo. El proceso continúa, igual que en las células animales, con el 

ensamblaje de un anillo contráctil (CAR) que incluye miosinas de tipo II, filamentos de 

actina y otras proteínas que también proporcionan el anclaje del CAR a la membrana. 

Tras la formación del CAR, en los hongos comienza la formación del septo de división 

que es simultánea a la contracción del CAR (Perez et al., 2016; Pollard y Wu, 2010). 

El mecanismo de citocinesis mediante la formación del CAR apareció hace millones de 

años en un ancestro común entre las células animales, las amebas y los hongos. Por 

ello, estos organismos comparten la mayoría de los genes implicados en citocinesis y 

esto permite aplicar muchos de los conocimientos adquiridos en S. pombe a las células 

animales. Hasta hoy se han identificado más de 100 genes implicados en la citocinesis 

de la levadura de fisión y se han obtenido mutantes condicionales de casi todos ellos. 

El estudio de estos mutantes junto con el marcaje de las proteínas con epítopos 

fluorescentes para poder observarlas mediante microscopía  ha permitido establecer 

una línea temporal de todos los eventos de la citocinesis (Pollard, 2008; Pollard and 

Wu, 2010). 

 

 

 



Introducción 
 

29 
 

6.1    Selección del sitio de división y formación de nodos 

A pesar de que la citocinesis es un proceso muy conservado, la selección del sitio de 

división varía de unos organismos a otros. En células animales la localización del surco 

de división viene determinada por la posición del huso mitótico (Glotzer, 2004). En S. 

cerevisiae las septinas determinarán el plano de división y reclutan a otros factores al 

lugar de división, que se producirá en una zona adyacente o enfrentada a la división 

anterior (Carroll et al., 1998; Marston et al., 2001). En S. pombe, a diferencia de la 

levadura de gemación y de los mamíferos, el sitio de división viene determinado por la 

posición del núcleo en la zona media, que a su vez depende de los microtúbulos 

interfásicos y por la presencia en la membrana de la proteína Mid1 (Daga et al., 2006; 

Pollard y Wu, 2010).  

El inicio de la citocinesis viene definido por la duplicación del SPB. Durante la interfase, 

Mid1 se localiza mayoritariamente en el núcleo y en la región perinuclear, hasta una 

hora antes del inicio de la citocinesis, en que pasa a localizarse en nodos corticales de 

la zona central (Bähler et al., 1998a; Padte et al., 2006; Paoletti and Chang, 2000). La 

polo quinasa Plo1 es la encargada de liberar a Mid1 del núcleo antes de la mitosis 

(Bähler et al., 1998a; Paoletti and Chang, 2000). La cepa mutante mid1Δ presenta un 

fenotipo con anillos de actomiosina aberrantes y septos deslocalizados debido a que la 

selección del sitio de división no se produce correctamente y por tanto el ensamblaje 

del CAR no se produce en la región central (Wu et al., 2003). La interacción entre Mid1 

y la quinasa Cdr2 es esencial para la formación de los denominados nodos citocinéticos 

en la zona media de la célula durante interfase (Almonacid et al., 2009; Moseley et al., 

2009). Cdr1 y Cdr2 son dos quinasas que fosforilan e inhiben a Wee1, que es la quinasa 

que se encarga de mantener a la célula en G2 al inhibir a la quinasa Cdk1/Cdc2 (Martin 

and Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009).  

La quinasa Pom1 establece un punto adicional de regulación del sitio de división 

puesto que en la cepa mutante pom1Δ, Mid1 se extiende hacia el polo, esto provoca 

que el anillo contráctil no se ensamble en la zona central de la célula (Celton-Morizur 

et al., 2006; Padte et al., 2006). Por tanto, la localización de la quinasa Pom1 en ambos 

polos delimita la localización de los nodos a la zona media de la célula. Esto permite a 

Mid1 y Cdr2 interaccionar para que esta última, junto a Cdr1, fosforile a Wee1 y la 

inhiba. La inhibición de Wee1 aumenta la actividad de la quinasa Cdc2 y se inicia la 

mitosis (Martin and Berthelot-Grosjean, 2009; Rincon et al., 2014). Las primeras 

proteínas comienzan a localizarse en los nodos unos diez minutos antes de la 

duplicación del SPB. Estas son: la cadena pesada de las miosinas Myo2; la proteína de 

ensamblaje del anillo de actomiosina Rng2, ortóloga de Iqg1 en S. cerevisiae; la 

proteína adaptadora con dominio F-BAR Cdc15 que participa en el anclaje del CAR a la 

membrana y la formina Cdc12 (Wu and Pollard, 2005). Algunas de las proteínas 

mencionadas anteriormente como Cdr2 solo se mantienen en los nodos hasta el 

comienzo del ensamblaje del CAR y luego desaparecen (Moseley et al., 2009). En el 
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caso de Cdr2, esta proteína es fosforilada por la quinasa de la ruta de inicio de la 

septación (SIN), lo cual favorece su interacción con la proteína Rad24 que la lleva al 

citoplasma al final de la división celular (Rincon et al., 2017) (Figura 11). 

 

Figura 11.- Selección del sitio de división. La posición del núcleo en la zona central determina el lugar de 

división. Mid1 sale del núcleo e interacciona con Cdr2 para formar los nodos. Adaptado de Bathe and 

Chang, 2010. 

 

6.2    Ensamblaje del anillo contráctil de actomiosina 

El ensamblaje de los filamentos de actina para la formación del CAR no sucede hasta 2 

minutos después de la duplicación del SPB y son sintetizados por la formina Cdc12 

(Kovar et al., 2003; Yonetani et al., 2008). La profilina Cdc3 es una proteína que puede 

interaccionar con los monómeros de actina y con secuencias ricas en prolina, y junto 

con Cdc12, está implicada en el ensamblaje de los filamentos de actina del CAR. Cdc12 

produce la nucleación de los monómeros de actina para la formación de los 

filamentos, mientras que la profilina se une a los dominios ricos en prolina de Cdc12 

(FH1/2) colaborando en la elongación de estos filamentos. Cdc12 junto con Cdc3 son 

capaces  de anclar los filamentos de actina a los nodos (Chang et al., 1997; Lu and 

Pollard, 2001; Paul et al., 2008). La tropomiosina Cdc8 también se puede unir a los 

filamentos de actina y regular a Cdc12 en la elongación de los filamentos de actina 

(Skau et al., 2009) (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. – Nucleación de los filamentos de actina en los nodos. La formina Cdc12 pasa a localizarse en 

los nodos y comienza a producir los filamentos de actina. Adaptado de Pollard y Wu, 2010. 
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Una vez se ha iniciado la nucleación de los filamentos de actina en los nodos, éstos 

comienzan a moverse de forma estocástica. A partir de este punto existen dos 

modelos que explican el ensamblaje del CAR. El modelo de múltiples nodos, más 

aceptado, propone que durante los siguientes 8 minutos Myo2 va capturando los 

filamentos de actina que surgen de los diferentes nodos haciendo finalmente que 

estos se condensen en la zona media (Pollard y Wu, 2010; Vavylonis et al., 2008). El 

segundo modelo propone que los filamentos de actina se polimerizan a partir de un 

solo nodo en el que estaría el complejo Cdc12-Cdc15. A partir de ese punto se 

extienden los filamentos de actina formando el CAR (Arai and Mabuchi, 2002; 

Carnahan and Gould, 2003; Kamasaki et al., 2007; Willet et al., 2015). La proteína 

entrecruzadora de filamentos de actina Ain1 sería la encargada unir los filamentos 

formando un anillo, aunque su deleción no provoca defectos en el CAR (Coffman et al., 

2009). Por tanto, todavía se desconoce la mecanística concreta de la formación del 

anillo de actomiosina en S. pombe (Pollard y Wu, 2010) (Figura 13).  

 

Figura 13.- Modelos de ensamblaje del anillo de actomiosina. El modelo de múltiples nodos establece 

que Myo2 acaba agrupando los diferentes nodos hasta formar el CAR. El modelo del punto único 

propone que los filamentos de actina se producen a partir de un único punto formado por el complejo 

Cdc12/Cdc15. Adaptado de Bathe and Chang, 2010. 

 

6.3    Maduración del anillo de actomiosina 

Una vez ensamblado el CAR, entre 11 y 35 minutos después de la duplicación del SPB, 

se produce el denominado proceso de maduración del anillo de actomiosina (Pelham 

and Chang, 2002). En esta fase el CAR está formado aproximadamente por unos 150 

dímeros de Cdc12, 2.900 de Myo2 y entre 1.000 y 2.000 filamentos de actina 

(Kamasaki et al., 2007; Wu and Pollard, 2005). En esta etapa, las dimensiones del CAR 

se mantienen más o menos constantes y sus componentes se van renovando 

continuamente (Clifford et al., 2008a; Pelham and Chang, 2002). Así, durante la 
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maduración del CAR se produce un recambio de los filamentos de actina debido a la 

pérdida de los ya existentes y a la formación de nuevos filamentos. Los mutantes de 

Cdc12 que tienen reducida su eficacia de polimerización de actina también tienen un 

recambio disminuido tanto de filamentos de actina como de la propia Cdc12 (Yonetani 

et al., 2008). La dinámica del CAR también está regulada por la fosfatasa Clp1, que es 

reclutada al CAR por Mid1 (Clifford et al., 2008a). Durante la etapa de maduración 

llegan al CAR otras proteínas como Myp2 o Imp2 y poco a poco va desapareciendo 

Mid1. También llegan al CAR y se unen, mediante los dominios SH3 de las proteínas 

Cdc15 o Imp2, otra serie de proteínas como la paxilina Pxl1 o la proteína con dominio 

C2 Fic1 (Roberts-Galbraith et al., 2009). Se ha sugerido que la actividad motora de 

Myo2 puede estar inhibida durante la maduración mediante la fosforilación de Rlc1 

por la quinasa Pak1, activándose nuevamente durante la constricción del CAR (Loo and 

Balasubramanian, 2008a; Naqvi et al., 2000). De esta forma, la actividad motora de 

Myo2 podría regular el momento de formación y constricción del CAR. No obstante, 

durante la maduración del CAR se produce un recambio de sus componentes por lo 

que Myo2 debe de estar parcialmente activa. Por tanto, la constricción del CAR debe 

estar inhibida también por otras vías de señalización (Lee et al., 2012). Estudios 

recientes han demostrado que la formación del septo y el surco de división se inicia 

antes de lo que se había descrito, durante  la anafase temprana, independientemente 

de la finalización de la mitosis y, por tanto, durante la etapa descrita como maduración 

del CAR (G. Cortés et al., 2018). En esa fase se produce también un septo incipiente 

que apenas se contrae y por eso no se había detectado anteriormente (G. Cortés et al., 

2018). 

 

6.4    Componentes del anillo contráctil de actomiosina 

Además de actina y miosina, el CAR está formado por un total de más de 100 

proteínas, de las cuales algunas son esenciales, que llegan y se van conforme el CAR se 

ensambla y se contrae. Algunas de estas proteínas poseen funciones específicas 

conocidas en el CAR como servir de anclaje a la membrana plasmática, mientras que 

de otras proteínas su función concreta todavía es desconocida (Ren et al., 2015). 

Cuando el CAR se observa mediante microscopía de alta resolución se ve que sus 

componentes están dispuestos en diferentes capas respecto a la membrana celular 

(Figura 14). La actina, al igual que las cadenas de la miosina II, se localiza de forma 

homogénea en la capa más distal de la membrana (McDonald et al., 2017). Algunas 

quinasas como Pak1, Sid2 o Pck1 se disponen en las capas más próximas a la 

membrana, mientras que otras como Pom1 se localizan en una zona intermedia a 

pesar de sus motivos de unión a membrana (Hachet et al., 2011; McDonald et al., 

2017). Se ha sugerido que Pom1 podría localizarse en el CAR mediante la unión de su 

región rica en prolinas a los dominios SH3 de Cdc15 o Imp2. Las diferentes proteínas F-
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BAR Cdc15, Imp2 y Rga7 se encuentran en distintas capas, Cdc15 forma grupos en la 

capa más proximal. Sin embargo, el dominio C-terminal de Myo2 o el dominio SH3 de 

Cdc15 se encuentran en la capa intermedia junto con Imp2 y Rga7. Así, las 3 proteínas 

con dominio F-BAR se encuentran próximas entre sí formando complejos gracias a su 

capacidad de oligomerizar y de reclutar proteínas como Rgf3, Cyk3, Pxl1 o Fic1 

(McDonald et al., 2017; Roberts-Galbraith et al., 2009). En la capa intermedia también 

se encuentran fosfatasas como la calcineurina o Clp1 o el GEF de la familia Rho 

denominado Gef2. Rng2 y Mid1 se encuentran en la capa más próxima a la membrana 

formando también complejos (McDonald et al., 2017). La estructura y función de estos 

componentes del CAR se desarrollarán en los siguientes apartados. 

 

Figura 14.- Estructura y componentes del anillo de actomiosina. Los componentes del CAR se 

distribuyen en diferentes capas respecto a la membrana plasmática. Adaptado de McDonald et al., 

2017. 

 

6.4.1 Rng2 

Rng2 es una proteína esencial similar a la proteína IQGAP1 de células humanas y a Iqg1 

de S. cerevisiae. Es una de las primeras proteínas en llegar al anillo de actomiosina, 

localizándose en éste y en el SPB. (Eng et al., 1998; Epp and Chant, 1997). La 

localización de esta proteína en la zona de división depende de Mid1. Por tanto, se 
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concentra en los nodos junto con los filamentos de actina unos 10 minutos antes de la 

división del SPB y se mantiene en el CAR durante su formación hasta su constricción 

(Pollard y Wu, 2010; Wu et al., 2003). La incorporación de Rng2 al anillo de 

actomiosina establece un ciclo de retroalimentación o feedback loop por el cual se 

produce más llegada de Mid1 a la zona de división (Laporte et al., 2011; Padmanabhan 

et al., 2011). Al contrario, una menor localización de Rng2 provoca menor 

concentración de Mid1 en la zona de división lo que hace que otras proteínas 

reclutadas por Mid1 como Cdc15 también disminuyan su presencia (Tebbs and Pollard, 

2013).  

Rng2 se caracteriza por ser una proteína adaptadora con un dominio calponina en su 

extremo N-terminal capaz de unir actina (Takaine et al., 2009). Este dominio es seguido 

por una serie de dominios IQ que a su vez contiene secuencias EF-hand mediante las 

cuales Rng2 es capaz de interaccionar físicamente con la calmodulina Cam1 y con Cdc4 

(D’souza et al., 2001a; Dixon et al., 2012). La deleción de los dominios IQ  provoca 

defectos en la localización de las glucán-sintasas como Bgs1 y en la activación de la 

ruta de inicio de la septación (SIN) que coordina el inicio de la formación del septo 

(Johnson et al., 2012). En su extremo C-terminal posee un dominio GRD (GAP-related 

domain) aunque no se ha demostrado interacción con ninguna GTPasas (Tebbs and 

Pollard, 2013). Rng2 además recluta al CAR a otras proteínas como Myo2 o Rlc1 

(Laporte et al., 2011; Tebbs and Pollard, 2013). Las células que expresan el alelo 

mutante termosensible rng2-D5 crecidas a la temperatura restrictiva de 36°C no 

forman correctamente los filamentos de actina y no se produce la formación del anillo 

contráctil. 

 

6.4.2 Cdc15 y la familia de proteínas PCH 

La familia de proteínas PCH (Pombe Cdc15 Homology), de la que Cdc15 es el miembro 

fundador, son proteínas con un dominio F-BAR en su extremo N-terminal y uno o 

varios dominios SH3 en su extremo C-terminal (Fankhauser et al., 1995; Lippincott and 

Li, 2000). Dentro de esta familia de proteínas existen 3 miembros en S. pombe: Cdc15, 

Imp2 y Bzz1 (Lippincott and Li, 2000). Todas ellas están implicadas en la organización 

del citoesqueleto de actina, aunque solo en el caso de las dos primeras se ha 

demostrado una función en la citocinesis (Arasada and Pollard, 2011; Roberts-

Galbraith et al., 2009)  (Figura 15).  

 

Figura 15.- Proteínas de la familia PCH en S. pombe. Adaptado de Roberts-Galbraith and Gould, 2010. 
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Cdc15 es esencial para la viabilidad celular y las células en las que la funcionalidad de la 

proteína se encuentra reducida forman anillos aberrantes (Fankhauser et al., 1995). Su 

expresión está regulada por el factor de transcripción Sep1 y aumenta durante la 

citocinesis (Zilahi et al., 2000). Cdc15 se localiza en los nodos citocinéticos unos diez 

minutos antes de la división del SPB y colocaliza con el CAR en la zona media 

(Fankhauser et al., 1995). Durante la citocinesis une y recluta a Cdc12, al complejo 

Arp2/3 y a sus activadores Wsp1 y Myo1 a través del dominio F-BAR (Carnahan and 

Gould, 2003). Sin embargo, se ha visto que el complejo Arp2/3 no está implicado en la 

formación del CAR sino en la formación del septo (Wu et al., 2006). En la membrana 

plasmática del sitio de división celular se forman unas regiones denominadas lipids 

rafts ricas en esteroles (Takeda et al., 2004). Cdc15 se asocia a estas regiones 

formando dímeros mediante sus dominios F-BAR y proporciona el anclaje del CAR a la 

membrana plasmática a la vez que permite el reclutamiento de muchas proteínas al 

CAR mediante su dominio SH3 (McDonald et al., 2015). 

Cdc15 es una fosfoproteína que se encuentra muy regulada, su fosforilación provoca 

un cambio conformacional con el cual se autoinhibe mientras que su desfosforilación 

durante la mitosis le confiere una conformación abierta que es capaz de oligomerizar, 

unirse a la membrana plasmática y al resto de componentes del CAR. Así en los 

mutantes fosfonulos esta proteína es reclutada de forma temprana al sitio de división 

y a las zonas de endocitosis (Roberts-Galbraith et al., 2010). Hasta hoy solamente se ha 

identificado a la fosfatasa Clp1 como reguladora parcial de la activación mediante 

desfosforilación de Cdc15 (Clifford et al., 2008; Wachtler et al., 2006). Por otro lado, se 

han idenficado diversas quinasas que fosforilan a Cdc15 en los polos como Kin1 o 

Pom1 (Lee et al., 2018). Esta última podría además fosforilar a Cdc15 en el CAR 

impidiendo su unión a Pxl1 o a Fic1, desestabilizando el CAR y disminuyendo su 

velocidad de constricción (Ullal et al., 2015) (Figura 16). 

 

Figura 16.- Conformaciones de Cdc15. La desfosforilación de Cdc15 provoca un cambio en su 

conformación, favoreciendo la unión a otras proteínas. Adaptado de Roberts-Galbraith et al., 2010. 

 

Imp2 es otra proteína de la familia PCH que se localiza en el CAR. No es esencial y 

aparece en el anillo más tarde que Cdc15, a los 20 minutos tras la división del SPB (Ren 

et al., 2015). Está implicada en la regulación del citoesqueleto de actina durante la 
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citocinesis (Demeter and Sazer, 1998). Las cepas que carecen de esta proteína 

presentan defectos en el CAR y su sobreexpresión produce la desaparición del CAR. 

Además, se ha demostrado una fuerte interacción génica con otros genes que 

codifican proteínas del CAR como Cdc15 o Cdc4 (Demeter and Sazer, 1998). La cepa 

mutante imp2-c3 muestra un fenotipo de multiseptación con septos engrosados que 

se agrava con el tratamiento del inhibidor de la calcineurina FK506. Este mutante 

también presenta defectos en el aparato de Golgi y en las vesículas de secreción y 

tiene una pared celular más reducida, lo que implica que también tiene un papel 

importante en la integridad celular (Kita et al., 2015). 

La deleción del dominio SH3 de Cdc15 no es esencial a menos que el dominio SH3 de 

Imp2 también sea eliminado. Además, ambas regiones son parcialmente redundantes 

ya que pueden sustituirse entre sí sin observarse defectos drásticos en la célula 

(Roberts-Galbraith et al., 2009). Los dominios SH3 de Cdc15 e Imp2 reclutan 

numerosas proteínas al CAR como la paxilina Pxl1, la proteína con dominio C2 Fic1, el 

GEF Rgf3 o la proteína de anclaje a actina Cyk3 (Ren et al., 2015; Roberts-Galbraith et 

al., 2009). Estas proteínas se unen a SH3 mediante una región rica en prolinas y 

colaboran en la integridad del anillo de actomiosina previniendo su fragmentación. En 

ausencia de ambos dominios SH3 el CAR se forma en metafase, pero se desensambla 

durante anafase. Por tanto Cdc15 e Imp2 contribuyen al mismo proceso pero con 

funciones distintas aunque parcialmente solapantes (Roberts-Galbraith et al., 2009). 

También se han identificado otras proteínas que llegan al CAR a través del dominio SH3 

de Cdc15 e Imp2 como Art1 o Spa2 aunque su función específica en citocinesis no está 

clara (Davidson et al., 2015; Roberts-Galbraith et al., 2009).  

 

6.4.3 Pxl1 

En células animales la paxilina es una proteína adaptadora que se encuentra en las 

adhesiones focales de las células adherentes y está implicada en el control del 

citoesqueleto y en la movilidad celular. Esta proteína contiene cuatro dominios LIM en 

su extremo C-terminal y numerosas repeticiones de leucina en su extremo N-terminal. 

La paxilina es capaz de unir y regular a diversas quinasas y fosfatasas y a la GTPasa 

RhoA (Brown and Turner, 2004; Carragher and Frame, 2004; Turner, 2000). En S. 

cerevisiae Pxl1 posee dos dominios LIM y regula a Rho1, homólogo de RhoA, por ello 

afecta a la selección y mantenimiento del lugar de crecimiento de esta levadura (Gao 

et al., 2004; Mackin et al., 2004). En S. pombe Pxl1 contiene tres dominios LIM y 

también afecta a la función de Rho1. Sin embargo, no posee ningún papel en el 

crecimiento polarizado, sino que forma parte del CAR y participa en la citocinesis (Pinar 

et al., 2008; Ge and Balasubramanian 2008). pxl1+ es un gen cuya expresión depende 

del factor de transcripción Ace2 que se expresa exclusivamente en citocinesis, 

alcanzando la máxima expresión al final de la mitosis (Alonso-Nuñez et al., 2005; 
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Rustici et al., 2004). Pxl1 no es una proteína esencial y su deleción causa defectos 

durante la citocinesis con la aparición en cultivo de un elevado número de células 

septando y algunas multiseptadas y con septos deslocalizados. Además, aparecen 

anillos de actomiosina aberrantes y dobles producidos por un defecto de organización 

de la miosina. De igual forma, la constricción del CAR esta ralentizada en estas células, 

lo que indica que Pxl1 tiene un papel tanto en el mantenimiento como en la 

constricción del CAR. La cepa carente de paxilina presenta además unos niveles más 

elevados de Rho1 activa, indicando que Pxl1 podría ser un regulador negativo de Rho1 

(Pinar et al., 2008). Existe interacción génica entre la deleción de pxl1+ y mutaciones en 

los genes de la mayoría de los componentes del CAR, de las glucán-sintasas o de 

reguladores de la citocinesis como Mid1 (Pinar et al., 2008). Pxl1 interacciona con 

otros componentes del CAR como Myo2 o Cdc15. De hecho, esta última es responsable 

de la unión de Pxl1 al CAR mediante su dominio SH3 (Roberts-Galbraith et al., 2009). 

Además, se ha visto que Pxl1 coopera con la glucán-sintasa Bgs1 en la formación del 

surco de división y en el anclaje del anillo contráctil a la membrana al inicio de la 

septación (Cortés et al., 2015). Pxl1 tiene un dominio rico en prolinas en su región N-

terminal y tres dominios LIM en su región C-terminal. Estos últimos son los que dan la 

funcionalidad a la proteína mientras que su zona N-terminal es necesaria para su 

localización, al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae donde los dominios LIM son 

los encargados de la localización (Gao et al., 2004; Mackin et al., 2004; Pinar et al., 

2008).  

 

6.4.4  Fic1 

Fic1 es muy similar a la proteína Inn1 de S. cerevisiae implicada en la citocinesis 

(Bohnert and Gould, 2012). En S. pombe esta proteína posee un dominio C2 en su 

extremo N-terminal y una zona rica en prolinas en su extremo C-terminal con la que 

interacciona directamente con Cdc15 e Imp2 mediante los dominios SH3 de estas 

proteínas. Fic1 se sitúa en los polos y en el núcleo durante interfase mientras que en 

citocinesis se encuentra en el CAR, esta localización es dependiente de su dominio C-

terminal rico en prolinas (Bohnert and Gould, 2012; Roberts-Galbraith et al., 2009). 

Además de Cdc15 e Imp2, Fic1 interacciona con otras proteínas del CAR como Rga7 

(Martín-García et al., 2014) o Cyk3 (Bohnert and Gould, 2012; Devrekanli et al., 2012). 

Fic1 no es esencial y su deleción no tiene defectos aparentes en la formación del anillo 

de actomiosina. No obstante, al final de la constricción en la cepa fic1Δ algunos 

componentes del CAR como Rlc1 se mantienen en la zona de división, por lo que 

parece que Fic1 está implicada en el desensamblaje del anillo contráctil. Fic1 también 

podría estar implicada en la formación del septo primario y/o su degradación puesto 

que la glucanasa Eng1, responsable de la degradación del glucano lineal, se mantiene 

más tiempo en la zona de división de la cepa fic1Δ (Bohnert and Gould, 2012). En esta 
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cepa también se ha observado un aumento del porcentaje de células con crecimiento 

monopolar. Esto indica que el desensamblaje del CAR y la maquinaria de división son 

necesarios para que se inicie el crecimiento en el polo nuevo. Así, otras cepas 

mutantes afectadas en los estadios finales de la citocinesis tienen defectos de 

polaridad similares a los de la cepa fic1Δ (Bohnert and Gould, 2012). La deleción de 

fic1+ es sintética letal con la deleción de  pxl1+ y con la ausencia de dos reguladores de 

la citocinesis como la subunidad catalítica de la fosfatasa calcineurina o la quinasa de 

inicio de la septación Sid2 (Roberts-Galbraith et al., 2009).  

 

6.4.5  Cyk3 

Cyk3 fue descrita por primera vez en S. cerevisiae como una proteína involucrada la 

citocinesis (Korinek et al., 2000). En S. pombe esta proteína tiene un dominio SH3 en su 

extremo N-terminal mientras que en su extremo C-terminal posee un dominio 

transglutaminasa (TGasa) muy conservado en hongos. Cyk3 se localiza en los polos y en 

el CAR. Esta proteína llega a la zona de división al final de la formación del anillo 

contráctil y se mantiene durante su constricción y la formación del septo (Pollard et al., 

2012). Cyk3 se une al anillo mediante el dominio SH3 de Cdc15 y también interacciona 

con Fic1 (Bohnert and Gould, 2012; Ren et al., 2015). Cyk3 no es una proteína esencial, 

la cepa cyk3Δ presenta un ligero retraso en la formación del CAR, pero las células son 

viables sin defectos en su morfología o crecimiento a temperaturas entre 25°C y 32°C. 

Sin embargo, a la temperatura de 36°C la cepa cyk3Δ muestra células alargadas, 

multiseptadas y multinucleadas y  algunas células adquieren una forma redondeada, 

por lo que este gen está implicado en la citocinesis y también en la polaridad celular 

(Bohnert and Gould, 2012; Pollard et al., 2012). La deleción de cyk3+ es sintética letal 

con mutantes termosensibles de otros componentes del CAR como Myo2, Cdc12 o 

Cdc15 (Pollard et al., 2012). Sin embargo, cyk3Δ no presenta letalidad sintética con 

myp2Δ y en la cepa mutante doble cyk3Δ chs2Δ se suprimen los defectos asociados a 

la pérdida de Cyk3 (Martín-García et al., 2003). Chs2 es una proteína similar a las 

quintin-sintasas de otros hongos que contribuyen a la formación del septo, aunque en 

S. pombe no tiene actividad enzimática. Por lo tanto, Cyk3 podría compartir una 

función con Myp2 y Chs2 uniendo la contracción del anillo de actomiosina con la 

formación del septo (Pollard et al., 2012). 

 

6.4.6 Rgf3 y Art1 

El GEF de Rho1 Rgf3 y la arrestina Art1 también se unen al dominio SH3 de Cdc15 y/o 

Imp2 (Ren et al., 2015). Rgf3 es una proteína esencial que activa a Rho1 y aumenta la 

cantidad de β-glucano (Tajadura et al., 2004; Mutoh et al., 2005). La deleción de Rgf3 

causa defectos en los parches de actina, en el CAR y en la septación, dando lugar a la 
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aparición de células ramificadas y a lisis celular que se produce cuando el septo 

primario empieza a ser degradado (Morrell-Falvey et al., 2005; Mutoh et al., 2005).  

La arrestina Art1 forma un complejo con Rgf3 y su deleción provoca un fenotipo de lisis 

con septos defectuosos y más finos (Ren et al., 2015). Su localización depende de su 

extremo C-terminal mediante el cual también interacciona con Rgf3. Tanto los niveles 

de Rgf3 como su localización dependen a su vez de Art1 por lo que ambas proteínas 

son interdependientes (Davidson et al., 2015). 

 

6.4.7 Rga7 

Rga7 es, junto con Cdc15 e Imp2, una de las tres proteínas con dominio F-BAR que se 

han visto implicadas en citocinesis. Cdc15 llega al CAR antes que Rga7 e Imp2 mientras 

que estas llegan de forma simultánea. Además, se ha observado que Rga7 interacciona 

con Imp2 pero no se ha visto interacción con Cdc15 (Martín-García et al., 2014). Rga7 

posee dominio GAP en su extremo C-terminal que le permite inactivar a Rho2 y, por 

tanto, a la ruta MAPK de integridad celular (Soto et al., 2010; Villar-Tajadura et al., 

2008) pero no parece esencial para sus funciones durante la citocinesis, mientras que 

el dominio F-BAR es necesario para su localización y función (Martín-García et al., 

2014). 

Rga7 se localiza tanto en los polos como en el sitio de división (Arasada and Pollard, 

2011) y depende de la proteína Rng10 para su localización ya que en la cepa mutante 

rng10Δ se deslocaliza completamente de los polos y forma un único punto en la zona 

de división en lugar de un anillo (Liu et al., 2016, 2019). Rga7 tiene un papel 

importante en la morfogénesis y en la citocinesis dando estabilidad al CAR y 

participando en su desensamblaje (Martín-García et al., 2014). La deleción de rga7+ 

provoca un aumento de células en septación y de lisis celular debido a que aumenta el 

tiempo de contracción del CAR (Martín-García et al., 2014). Este retraso en la 

contracción provoca además varios defectos en la septación, observándose septos 

asimétricos, irregulares y con un engrosamiento en el área central (Martín-García et 

al., 2014). Además se produce una menor llegada y más tardía de Bgs4 a la zona de 

división, lo que provoca el fenotipo de lisis durante la citocinesis tardía (Arasada and 

Pollard, 2015). Rga7 interacciona con Fic1 y Pxl1, dos proteínas que se localizan en el 

CAR mediante del dominio SH3 Cdc15 e Imp2. Esto sugiere que Rga7 es capaz de 

cooperar con Cdc15 e Imp2 formando un complejo para unir el anillo de actomiosina a 

la membrana, asegurando una correcta citocinesis y el reclutamiento de otras 

proteínas al CAR (Liu et al., 2016; Martín-García et al., 2014). 
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6.4.8 Rng10 

rng10+ no es esencial, aunque su deleción produce un fenotipo de lisis con células 

ligeramente alargadas. Esta proteína se localiza en los polos durante interfase y en la 

membrana plasmática de la zona de división celular cuando los nodos ya se han 

condensado. Rng10 interacciona con Rga7 siendo ambas interdependientes en su 

localización (Liu et al., 2016, 2019). Sin embargo, la cepa mutante rng10Δ rga7Δ es 

letal mostrando que ambas también poseen funciones independientes (Liu et al., 

2016). En la cepa mutante rng10Δ hay un aumento en el porcentaje de células con 

crecimiento monopolar  por lo que esta proteína regula parcialmente el crecimiento 

apical (Liu et al., 2016).  Sin embargo,  esta cepa no muestra defectos en el ensamblaje 

o en la constricción del CAR aunque el cultivo presenta un ligero aumento de células 

septando y un aumento de la lisis celular (Chen et al., 2016; Liu et al., 2016). Además, 

rng10Δ presenta letalidad sintética con mutaciones de las β-glucán-sintasas Bgs1 y 

Bgs4 y con alguno de sus reguladores como el GEF de Rho1 Rgf3 o la quinasa Sid2 de la 

ruta de inicio de la septación (Chen et al., 2016). 

 

6.5    Contracción del anillo de actomiosina 

En este proceso el CAR se va estrechando de forma circular y pierde los filamentos de 

actina y las proteínas que lo forman para ir reduciendo su diámetro (Wu et al., 2003). 

Se ha propuesto un modelo en el cual  Myo2 se uniría a los filamentos de actina 

tirando de ellos, los entrecruza y hace que se deslicen entre sí contrayendo el CAR 

(Stachowiak et al., 2014). A medida que se contrae el CAR, se van cortando los 

filamentos de actina estocásticamente mediante la cofilina y así  se disocian del anillo 

contráctil (Michelot et al., 2007; Stachowiak et al., 2014) (Figura 17). Como el CAR 

permanece unido a la membrana plasmática, la formación del surco de división en esta 

también contribuye a la contracción del CAR. 

 

Figura 17.- Modelo de contracción del anillo de actomiosina. Myo2 se une a lo filamentos de actina 

nucleados por Cdc12, la actividad motora de Myo2 atrae estos filamentos que se entrecruzan deslizando 

entre sí. Adaptado de Stachowiak et al., 2014. 
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La fuerza producida únicamente por la contracción del CAR es muy débil como para 

superar la presión de turgencia de la célula contra la membrana plasmática y formar el 

surco de división. Por tanto se ha propuesto que la formación del septo durante la 

contracción del CAR actúa como soporte y contribuye a la formación del surco de 

división (Proctor et al., 2012; Thiyagarajan et al., 2015). El inicio de la formación del 

septo durante la contracción del CAR viene determinado por la ruta de inicio de la 

septación SIN (Gerien and Wu, 2018). 

 

6.6    La ruta SIN 

Para que se produzca correctamente la división celular es necesario que a la vez que 

produce la contracción del CAR comience la formación del septo de división. Este 

proceso está regulado por una cascada de quinasas denominada ruta de inicio de la 

septación o SIN (Septation Initiation Network) (Gerien and Wu, 2018). La pérdida de 

funcionalidad de esta ruta provoca la aparición de células alargadas y multinucleadas 

debido a que el ciclo celular continúa sin iniciarse la formación del septo. De esta 

forma, en los mutantes de la ruta SIN, al acabar la mitosis se produce una nueva fase 

de crecimiento polarizado seguida por una nueva mitosis (Mitchison and Nurse, 1985). 

Por otro lado, un error en la finalización de esta ruta o la sobreexpresión de alguno de 

sus miembros, como la GTPasa Spg1, genera células multiseptadas (Minet et al., 1979). 

La activación ectópica de esta vía provoca en la célula la formación del CAR y del septo 

en cualquier momento del ciclo celular (Ohkura et al., 1995; Schmidt et al., 1997; 

Simanis, 2015).  

Existen 13 componentes principales de la ruta SIN, todos ellos se encuentran en el SPB 

excepto Etd1 que es citoplásmica (Figura 15). Pcp89, Sid4 y Cdc11 forman un complejo 

adaptador para el resto de componentes (Simanis, 2015). Pcp89 y Sid4 se encuentran 

en la cara citoplasmática del SPB por lo que el inicio de la ruta SIN se produce en el 

citoplasma (Simanis, 2015).  

La GTPasa Spg1 es la encargada de iniciar la activación de la SIN y se une al SPB por el 

complejo adaptador Pcp89/Sid4/Cdc11 (Schmidt et al., 1997). Su señalización está 

controlada por un complejo GAP en el que Cdc16 es la subunidad catalítica y Byr4 es su 

adaptadora que facilita la interacción con la GTPasa Spg1 (Krapp et al., 2008). No se ha 

descrito ningún GEF de Spg1 aunque la propia GTPasa posee actividad en ausencia de  

GEF (Simanis, 2015) y activa a la quinasa Cdc7 durante la mitosis mediante su 

interacción con ella (Fankhauser and Simanis, 1994; Mehta and Gould, 2006). Cdc7 

activa a la siguiente quinasa, Sid1, que forma un complejo con su regulador Cdc14 

(Guertin and McCollum, 2001; Guertin et al., 2000). Esta quinasa a su vez activará a la 

quinasa Sid2 con su regulador Mob1 (Hou et al., 2004, 2000; Salimova et al., 2000). La 

localización asimétrica de las quinasas de la ruta SIN ocurre tanto al inicio de la ruta 

SIN (Schmidt et al., 1997; Sohrmann et al., 1998) como al final (García-Cortés and 
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McCollum, 2009). Los mutantes que fallan en la localización asimétrica de estas 

quinasas tienen defectos en la regulación de la citocinesis (Johnson et al., 2012). La 

GTPasa Spg1 se localiza en el SPB durante interfase, mientras que cada una de las 

quinasas de la cascada solo se localizan en el SPB cuando están activas durante la 

citocinesis (Simanis, 2015). La localización de Cdc7 de forma asimétrica viene 

determinada por la fosforilación de Byr4 que realizan las quinasas Cdk1 (complejo 

Cdc2-Cdc13) o Plo1 (Rachfall et al., 2014). La quinasa Sid2 regula la localización 

asimétrica de Cdc7 mediante la fosforilación de Cdc11, lo que sugiere que existe un 

feedback loop positivo entre los componentes de la ruta SIN para su localización 

(Feoktistova et al., 2012).  

Etd1 se ha relacionado con la regulación tanto de Spg1 como de Rho1 y es necesaria 

para la localización asimétrica de las quinasas de la ruta en el SPB o en el CAR durante 

anafase, pudiendo ejercer de nexo entre el CAR y la ruta SIN (Alcaide-Gavilán et al., 

2014; Daga et al., 2005; García-Cortés and McCollum, 2009; Lahoz et al., 2010). 

Recientemente se ha demostrado que el inicio de la septación en S. pombe ocurre 

durante anafase temprana y está regulado por los niveles de Etd1 y Rho1 (G. Cortés et 

al., 2018).  

Se han descrito otros reguladores de la ruta SIN, entre ellos algunas fosfatasas como el 

complejo PP2A (Jiang and Hallberg, 2001; Lahoz et al., 2010), Clp1 (Trautmann et al., 

2001) o la calcineurina (Lu et al., 2002). Estas fosfatasas pueden actuar en varios 

puntos de la ruta, por ejemplo, Cdc11 es fosforilada al inicio de la septación y 

desfosforilada al final de la mitosis y tanto la fosfatasa PP2A como Clp1 contribuyen a 

ello (Chen et al., 2013; Lahoz et al., 2010; Simanis, 2015; Singh et al., 2011). Por otro 

lado, la pérdida de la función de la calcineurina agrava el fenotipo de las células 

cuando la ruta se encuentra comprometida, por lo que esta fosfatasa promueve la 

activación de la ruta (Lu et al., 2002). También se han descrito diferentes quinasas que 

regulan la ruta SIN como el complejo Cdk1, que regula a Byr4 (Dischinger et al., 2008). 

La quinasa Plo1 se localiza en el SPB e interacciona con la proteína adaptadora de la 

ruta SIN, Sid4 (Krapp et al., 2003; Tanaka et al., 2001). Plo1 también coopera con Cdk1 

en la eliminación de Byr4 del SPB (Rachfall et al., 2014). Por otro lado, la caseína 

quinasa, Ck1, se une y fosforila a Sid4 para que posteriormente sea ubiquitinada por 

Dma1 y degradada (Guertin et al., 2002; Johnson and Gould, 2011; Johnson et al., 

2013). Esta fosforilación por Ck1 funciona como punto de control o check point, 

previniendo la activación de la ruta por Plo1 en el SPB en células paradas en mitosis. 

La ruta SIN regula un gran número de procesos de la citocinesis a través del complejo 

Sid2/Mob1, la última quinasa de la vía de señalización, que se asocia con el CAR 

durante anafase (Hou et al., 2000; Simanis, 2015). Cdc12 necesita la fosforilación de 

Sid2 para formar los filamentos de actina del CAR (Bohnert et al., 2013). Cdc15 

también necesita la activación de la ruta SIN para localizarse en el CAR, aunque no se 

sabe si Cdc15 es un sustrato directo de Sid2 (Hachet and Simanis, 2008). Durante la 
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maduración del anillo de actomiosina existe un check point que se activa en mutantes 

de la glucán-sintasa Bgs1 o en algunos mutantes del CAR (Le Goff et al., 1999; Liu et al., 

2000; Mishra et al., 2004). La ruta SIN es necesaria  tanto para la activación de este 

check point (Le Goff et al., 1999; Liu et al., 1999, 2000) como para el mantenimiento 

del CAR mediante la fosforilación de sus componentes por Sid2 (Alcaide-Gavilán et al., 

2014). Además, la fosforilación de la quinasa Cdr2 por Sid2 promueve su interacción 

con Rad24 y su localización en el citoplasma tras la división celular, así la ruta SIN 

garantiza la formación de un nuevo sitio de división en la zona central de las células 

hijas (Rincon et al., 2017). Se desconoce con exactitud cómo se produce la finalización 

de la señalización de la ruta SIN. Sid2 es capaz también de fosforilar a la fosfatasa Clp1 

para mantenerla en el citoplasma (Chen et al., 2008) y esta fosfatasa podría provocar, 

junto con la fosfatasa PP2A, la desfosforilación e inhibición de Cdc11, produciendo el 

final de la señalización (Chen et al., 2008). Además, la deslocalización de Etd1 de la 

zona de división provoca la inactivación de Spg1 y por tanto la finalización de la 

activación de la ruta SIN. Este suceso ocurre simultáneamente con el fin de la 

constricción del CAR, aunque el mecanismo que coordina ambos procesos todavía se 

desconoce (García-Cortés and McCollum, 2009) (Figura 18).  

 

Figura 18.- Componentes de la ruta de inicio de la septación SIN, reguladores y efectores. En verde se 

representan las diferentes quinasas o fosfatasa, en azul las proteínas adaptadoras o reguladoras, en 

morado las subunidades reguladoras, en gris las GTPasas, en rojo los GAP, en dorado las ubiquitinasas y 

en marrón los componentes del CAR y el septo. Las posibles interacciones marcadas con asterisco 

indican que solo se producirían cuando la vía de señalización se encuentra comprometida. 
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6.7    Síntesis del septo 

El septo de división de S. pombe es una estructura de tres capas con un septo primario 

flanqueado por dos septos secundarios (García Cortés et al., 2016; Sipiczki, 2007). Bgs1 

es la enzima encargada de la síntesis del B-glucano lineal, principal polímero del septo 

primario (Cortés et al., 2007), mientras que Ags1 y Bgs4 son las responsables del septo 

secundario (Cortés et al., 2005; Vos et al., 2007). La síntesis del septo  está coordinada 

con la tensión producida por el CAR al contraerse, por lo que la actividad de Bgs1 

podría estar regulada por algunos de los componentes del anillo de actomiosina 

(Thiyagarajan et al., 2015; Zhou et al., 2015). Por otra parte, en la cepa termosensible 

de Bgs1 cps1-191 el CAR resbala por la membrana y no se contrae, por lo que la 

funcionalidad de Bgs1 es también necesaria para la estabilidad y contracción del CAR 

(Arasada and Pollard, 2014; Cortés et al., 2015; Liu et al., 1999). Además, la 

constricción del CAR por sí sola no ejerce la fuerza suficiente como para oponerse a la 

fuerza de turgencia y producir la división celular, por lo que se ha propuesto que 

ambos, septo y anillo de actomiosina, conjuntamente aportan la fuerza necesaria para 

la formación del surco de división (Proctor et al., 2012). La paxilina es una de la 

proteínas del CAR que colaboran con Bgs1 en la formación del septo y en el anclaje a la 

membrana plasmática del CAR durante la constricción y la separación celular (Cortés et 

al., 2015, 2016). La GTPasa Rho1 es capaz de rescatar algunos mutantes de la ruta SIN 

(Jin et al., 2005). Por esto, un posible modelo sugiere que la ruta SIN facilitaría la 

activación en la zona de división de esta GTPasa, que a su vez activaría a las glucán-

sintasas conectando ambos procesos (Pérez et al., 2016). Por otra parte, algunas de las 

proteínas que anclan el CAR a la membrana podrían regular la síntesis del septo. Así, la 

proteína Cdc15 es capaz, mediante su dominio SH3, de reclutar a otras proteínas como 

Pxl1 o Rgf3 que colaboran con Bgs1 (Cortés et al., 2015; Ren et al., 2015; Roberts-

Galbraith et al., 2009). Otra proteína F-BAR, Rga7, se ha relacionado con la localización 

en el sitio de división de Bgs4 (Arasada and Pollard, 2015). Por tanto, la formación del 

septo y la constricción del CAR han demostrado ser interdependientes, aunque los 

mecanismos exactos por los cuales ambos procesos se relacionan aún se desconocen 

(Figura 19).  
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Figura 19.- Contracción del CAR. La contracción del CAR junto con la formación del septo ejerce la 

fuerza necesaria para superar la presión de turgencia y permitir que se produzca la división celular. 

Adaptado de Willet et al., 2015. 

 

6.8    Separación celular 

Una vez finalizada la septación, la separación celular requiere la disolución del septo 

primario. Este proceso no es esencial para la viabilidad celular puesto que las cepas 

mutantes sin este proceso forman cadenas de células que permanecen unidas entre sí 

por septos que no se han dividido pero son capaces de crecer (Sipiczki, 2007). Para la 

separación celular correcta, inicialmente se forma el anillo de septinas que se divide en 

dos a medida que el septo se va formando (Berlin et al., 2003; Tasto et al., 2003). Este 

anillo de septinas localiza al exocisto que a su vez permite la secreción localizada de las 

enzimas hidrolíticas que eliminan el septo primario (Dekker et al., 2004; Martín-

Cuadrado et al., 2003) (Figura 20). El proceso de separación comienza con la secreción 

de la α-glucanasa Agn1 que digiere la pared celular que hay entorno al septo primario 

(Dekker et al., 2004; García et al., 2005). Esta enzima se observa en el septo durante la 

septación y su sobreexpresión produce un elevado porcentaje de lisis (García et al., 

2005). La enzima β-glucanasa Eng1 que degrada el β-glucano lineal actúa una vez 

digerida la pared lateral y elimina el septo primario. El septo secundario remanente se 

separa y se curva gradualmente debido a la presión de turgencia y forma el polo nuevo 

(Atilgan et al., 2015; Cortés et al., 2012; Sipiczki and Bozsik, 2000). En la cepa mutante 

agn1Δ no se produce la degradación del septo primario (Dekker et al., 2004; García et 

al., 2005) y la sobreexpresión de Eng1 no produce una disolución del septo primario 

más rápida (Martín-Cuadrado et al., 2003). Esto podría deberse a que Eng1 no está 

activa mientras toda la pared celular que rodea al septo primario este intacta o no 

puede actuar por no entrar en contacto con el glucano lineal. La expresión de estas 

glucanasas está regulada por el factor de transcripción Ace2 (Alonso-Nuñez et al., 

2005; Dekker et al., 2006). Por otro lado, las GTPasas Rho3 y Rho4 también están 

implicadas en la regulación de estas glucanasas mediando su transporte al septo y su 
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secreción (Sipiczki, 2007). Rho3 participa en la secreción general de la célula (Perez and 

Rincón, 2010) y Rho4 participa en la secreción de las glucanasas Eng1 y Agn1 

implicadas en la degradación del septo y la localización de estas enzimas es 

dependiente de ella (Pérez et al., 2015; Santos et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.- Separación celular. Las glucanasas junto con la presión de turgencia ejerce la fuerza 

necesaria para terminar de romper el tabique primario. Adaptado de Willet et al., 2015. 
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OBJETIVOS 

El objetivo principal de este trabajo ha sido caracterizar la función de la calcineurina en 

la citocinesis de Schizosaccharomyces pombe y averiguar con qué elementos de la 

maquinaria de división celular colabora en este proceso. Además, puesto que la 

calmodulina es la principal reguladora de la calcineurina, hemos iniciado la 

caracterización de la función de la calmodulina en la regulación de la calcineurina y en 

la de la GTPasa Rho1 en la levadura de fisión. Para la consecución del objetivo nos 

propusimos: 

 

1. Estudiar el papel de la paxilina en la localización de la calcineurina en el CAR. 

 

2. Buscar los sustratos de la calcineurina en el CAR. 

 

3. Caracterizar el papel de la calmodulina en la activación de la GTPasa Rho1 de 

forma dependiente e independiente de la calcineurina durante la citocinesis. 
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CAPÍTULO 1: LA FOSFATASA CALCINEURINA SE INCORPORA AL ANILLO DE 

ACTOMIOSINA MEDIANTE SU UNIÓN A LA PAXILINA.  

NOTA: Algunos de los resultados presentados en los apartados 1 y 2 corresponden a 

experimentos realizados conjuntamente con la Dra. Rebeca Martín García. 

1. La paxilina posee un sitio de interacción con calcineurina y es necesaria para su 

localización en el anillo contráctil de actomiosina 

1.1    La calcineurina se localiza en el CAR 

La calcineurina es una fosfatasa conservada en todos los organismos eucariotas que 

participa en numerosos procesos. En S. pombe, la deleción de la calcineurina produce 

defectos en la separación celular y anillos de actomiosina aberrantes y presenta 

interacción génica negativa con las miosinas y la ruta SIN (Fujita et al., 2002; Lu et al., 

2002; Yoshida et al., 1994). Para estudiar el papel que la calcineurina posee en la 

formación del anillo de actomiosina y del septo estudiamos la localización de esta 

fosfatasa a lo largo del ciclo celular. Para ello se construyó una cepa que poseía la 

subunidad catalítica de la calcineurina y la cadena ligera reguladora de las miosinas 

fusionadas con proteínas fluorescentes, Ppb1-GFP y Rlc1-tdTomato respectivamente, 

en su extremo C-terminal. Se observó la localización de ambas mediante microscopía 

de fluorescencia. Ppb1-GFP se encuentra en el citoplasma durante interfase pasando a 

localizarse en el CAR durante citocinesis, como se ha descrito previamente (McDonald 

et al., 2017), junto con Rlc1-tdTomato (Figura 21). La calcineurina es reclutada cuando 

el anillo está ya formado, aunque antes de su contracción, y se mantiene hasta que 

esta finaliza (Martín-García et al., 2018) lo que sugiere que Ppb1 realiza su función en 

el CAR durante la contracción y la formación simultánea del septo. 
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1.2    La calcineurina debe de estar activa para su localización en el CAR 

En S. pombe, al igual que en otros organismos, la calcineurina es un heterodímero 

compuesto por una subunidad catalítica (Ppb1) y una subunidad reguladora (Cnb1) (Sio 

et al., 2005; Yoshida et al., 1994b). En algunos hongos como Aspergillus fumigatus la 

subunidad catalítica de la calcineurina se localiza en el septo de forma independiente 

de la subunidad reguladora (Juvvadi et al., 2011), por ello quisimos estudiar si esto 

sucedía de forma similar en la levadura de fisión. Se utilizaron cepas que poseían las 

subunidades catalítica o reguladora de la calcineurina fusionadas con (Ppb1-GFP). 

Además, las cepas tenían marcada la cadena ligera reguladora de la miosina Rlc1 con la 

proteína fluorescente roja tdTomato (Rlc1-tdTomato) para comprobar la localización de 

ambas subunidades en el anillo mediante microscopía de fluorescencia. A diferencia de 

Aspergillus fumigatus, la localización de Ppb1 en S. pombe se pierde en ausencia de la 

subunidad reguladora Cnb1 (Figura 22). Lo mismo ocurría con Cnb1, su localización en 

el anillo de actomiosina se pierde en la deleción de ppb1+, por lo que la localización de 

ambas proteínas es interdependiente. 

 

 
 

 

 

 

Figura 21.- La calcineurina se localiza en el anillo de actomiosina junto con la cadena ligera de las 

miosinas Rlc1. (A) Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre que expresa de forma endógena la 

calcineurina fusionada con la proteína fluorescente verde (Ppb1-GFP) y la cadena ligera reguladora de las 

miosinas fusionada con tdTomato (Rlc1-tdTomato) incubadas a 28°C en medio YES (PPG12234). (B) 

Análisis mediante line scan de la fluorescencia de Ppb1-GFP y Rlc1-tdTomato para estudiar la 

colocalización de ambas proteínas. La línea para medir la intensidad de fluorescencia se trazó en la zona 

de formación del anillo de actomiosina dentro de la región encuadrada de la foto. Los valores obtenidos 

se miden en unidades arbitrarias (u.a.). 
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Estos resultados sugieren que en S. pombe, a diferencia de A. fumigatus, la 

calcineurina necesita estar activa para localizarse en el anillo y realizar su función. Para 

corroborar esto, se estudió la localización de la subunidad catalítica de la calcineurina 

(Ppb1-GFP) tras el tratamiento con FK506 durante seis horas (Figura 23). El FK506 es 

un inhibidor de la calcineurina cuyo sitio de interacción con la calcineurina solapa con 

la región de unión a los sitios LxVP, lo que impide la orientación correcta del sustrato e 

inhibe así la actividad de la calcineurina (Roy and Cyert, 2009). Al igual que ocurría en 

la cepa que carecía de la subunidad reguladora Cnb1, la fosfatasa no se localizaba en la 

zona de división tras el tratamiento con el inhibidor FK506. Este resultado confirmó 

que la calcineurina debe de estar activa para su correcta localización en el CAR. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.- Las subunidades de la calcineurina son interdependientes para su localización en el CAR. 

Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre y de las cepas cnb1Δ y ppb1Δ que expresan de forma 

endógena la otra subunidad de la calcineurina fusionada con la proteína fluorescente verde (Ppb1-GFP y 

Cnb1-GFP respectivamente) y Rlc1-TdTomato (PPG12234, PPG15444, PPG15426, PPG15430). Las células 

se incubaron a 28°C en medio YES. 
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1.3    La ausencia de calcineurina provoca defectos similares a los causados por la 

deleción de paxilina  

La deleción del gen que codifica la subunidad catalítica de la calcineurina causa un 

aumento de células en septación, la formación de células encadenadas y un retraso en 

la citocinesis (Fujita et al., 2002; Lu et al., 2002). Este fenotipo es muy similar al 

fenotipo de deleción del gen de la paxilina pxl1+ (Pinar et al., 2008), lo que sugiere que 

ambas proteínas pueden estar en la misma vía de señalización. Para comprobar esto se 

analizó el porcentaje de células septadas y multiseptadas, así como el porcentaje de 

células con septos descentrados en las cepas silvestre, pxl1Δ, ppb1Δ y la cepa mutante 

doble pxl1Δ ppb1Δ (Figura 24). No se observaron diferencias significativas entre las 

respectivas cepas mutantes simples pxl1Δ y ppb1Δ, y la cepa mutante doble pxl1Δ 

ppb1Δ referidas al aumento de células septando, multiseptadas o al porcentaje de 

septos descentrados respecto a la cepa silvestre. 

 

 

 

 

Figura 23.- La calcineurina debe estar activa para su localización en el CAR. (A) Microscopía de 

fluorescencia de una cepa silvestre incubada a 28°C en medio YES con y sin el tratamiento de FK506 para 

observar la localización de la subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1-GFP (PPG11417). Se realizó una 

tinción con calcoflúor para ver la localización del septo. Las flechas blancas indican la pérdida de 

localización de Ppb1 en el anillo. 



Resultados 
 

57 
 

 

 

 

 

 

La deleción de la paxilina provoca la aparición de anillos de actomiosina dobles y 

aberrantes (Pinar et al., 2008). Puesto que la deleción de la calcineurina poseía el 

mismo fenotipo de septación que el de la deleción de la paxilina quisimos ver si 

también producía defectos en el anillo de actomiosina. Para ello se utilizaron distintas 

cepas, silvestre y mutantes, que llevaban marcada la cadena ligera reguladora de las 

miosinas con la proteína fluorescente roja (Rlc1-tdTomato) (Figura 25). Se pudo 

observar que las células carentes de calcineurina presentaban anillos dobles o 

aberrantes en un porcentaje similar al de las células sin paxilina y al de la cepa mutante 

doble pxl1Δ ppb1Δ. El hecho de que estas mutaciones no presenten defectos aditivos 

sugiere que la calcineurina y la paxilina están implicadas en la misma vía de 

señalización. 

Figura 24.- La deleción de la calcineurina presenta un fenotipo muy similar al fenotipo de deleción de 

la paxilina y ambas deleciones simultáneamente causan un fenotipo aditivo. (A) Microscopía de 

fluorescencia de las cepas: silvestre, ppb1Δ, pxl1Δ y pxl1Δ ppb1Δ teñidas con calcofluor (PPG04939, 

PPG10122, PPG09766 y PPG12272). Las células se incubaron a 28°C en medio YES. Las flechas indican 

los septos dobles y los asteriscos la presencia de septos descentrados. (B) Porcentaje de células 

septadas, multiseptadas o con el septo descentrado. (C) Porcentaje de células distribuidas en 

diferentes categorías según el porcentaje de desviación del septo. 



Resultados 
 

58 
 

 

1.4    Paxilina y calcineurina colocalizan en el CAR 

Los resultados anteriores sugieren que la paxilina y la calcineurina se encuentran en la 

misma vía de señalización y ambas se localizan en el CAR. Realizamos experimentos de 

video-microscopía de fluorescencia para observar la localización simultánea de ambas 

proteínas y establecer temporal y espacialmente la presencia de cada una de ellas en 

el CAR. Se utilizó una cepa que poseía la subunidad catalítica de la calcineurina 

fusionada con GFP (Ppb1-GFP) y la paxilina fusionada con la proteína fluorescente roja 

mCherry en su extremo N-terminal (mCherry-Pxl1). Se observó que tanto Pxl1 como 

Ppb1 se localizaban en el CAR, aunque la paxilina llegaba entre tres y seis minutos 

antes que la calcineurina (Figura 26A). El análisis mediante line scan de las señales 

verde y roja confirmó que ambas proteínas colocalizaban en el anillo (Figura 26B).  

Figura 25.- La deleción de calcineurina provoca defectos en la formación del CAR similares a los 

observados con la deleción de paxilina y con la deleción conjunta de ambas proteínas. (A) Microscopía 

de fluorescencia de las cepas: silvestre, pxl1Δ, ppb1Δ, y pxl1Δ ppb1Δ que poseen la cadena ligera 

reguladora de las miosinas fusionada con la proteína fluorescente roja (Rlc1-tdTomato) incubadas en 

medio YES a 28°C y teñidas también con calcoflúor (PPG07036, PPG13238, PPG05748 y PPG14044). Las 

flechas indican los anillos dobles. Las zonas encuadradas presentan una reconstrucción tridimensional 

del anillo a partir de 28 imágenes adquiridas a intervalos de 0,3 μm entre cada una de ellas. (B) 

Porcentaje de células que presentan anillos dobles. 
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1.5    La subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1 interacciona con la paxilina  

Puesto que paxilina y calcineurina colocalizan en el CAR y parecen estar en la misma vía 

de señalización se decidió estudiar si también interaccionaban físicamente mediante 

un ensayo de coinmunoprecipitación. Se utilizó una cepa silvestre que expresaba de 

forma simultánea paxilina unida al epítopo HA en su extremo N-terminal (HA-Pxl1) y la 

subunidad catalítica de la calcineurina unida a GFP (Ppb1-GFP). Como control se 

utilizaron las cepas que expresaban únicamente una de estas proteínas marcadas. Los 

extractos celulares se incubaron con anticuerpos policlonales anti-HA unidos a proteína 

A-sefarosa para inmunoprecipitar la paxilina. Tras la incubación se realizó un Western 

blot empleando anticuerpos monoclonales anti-GFP y anti-HA para detectar Ppb1-GFP y 

HA-Pxl1 respectivamente. Tras el revelado pudimos detectar la banda correspondiente 

a Ppb1-GFP en el inmunoprecipitado, indicando la existencia de interacción de Pxl1 con 

Ppb1 (Figura 27). 

 

 

 

 

 

Figura 26.- Pxl1 y Ppb1 colocalizan en el CAR. (A) Video-microscopía de fluorescencia de una cepa 

silvestre que expresa de forma endógena la calcineurina fusionada con la proteína fluorescente verde 

(Ppb1-GFP) y la paxilina fusionada con mCherry (mCherry-Pxl1) (PPG12236).  Las células se incubaron a 

28°C en medio YES. Los asteriscos indican el momento en el que la paxilina y la calcineurina comienzan a 

localizarse en el CAR. (B) Análisis mediante line scan de la fluorescencia de Ppb1-GFP y mCherry-Pxl1. La 

línea para medir la intensidad de fluorescencia se trazó en la zona de formación del anillo de 

actomiosina 
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1.6    La paxilina interacciona con la subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1  

La subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1 necesita a la subunidad reguladora 

Cnb1 para localizarse en el anillo, por lo que estudiamos si la interacción de Ppb1 con 

la paxilina también era dependiente de la subunidad reguladora. Para ello se realizaron 

ensayos de pull down utilizando GST-Pxl1 producida en bacterias y unida a bolas de 

glutatión-sefarosa. Estas bolas se incubaron con extractos celulares de cepas que 

poseían la subunidad catalítica de la calcineurina marcada con el epítopo HA (Ppb1-HA) 

y que tenían o carecían de la subunidad reguladora Cnb1. El resultado obtenido mostró 

que la interacción entre Pxl1 y Ppb1 es independiente de la subunidad reguladora 

Cnb1 (Figura 28A). De igual forma, nos preguntamos si la paxilina era también capaz 

de interaccionar con la subunidad reguladora de la calcineurina Cnb1 y si esta 

interacción era dependiente de la subunidad catalítica Ppb1. Por ello, se realizaron 

nuevos ensayos de pull down utilizando bolas con GST-Pxl1 recombinante que se 

incubaron con extractos celulares de cepas que poseían la subunidad reguladora 

marcada con el epítopo HA en su extremo C-terminal (Cnb1-HA) y que tenían o 

carecían de la subunidad catalítica Ppb1 (Figura 28B). El resultado obtenido demostró 

que Cnb1 interacciona con Pxl1. Sin embargo, esta interacción es dependiente de la 

subunidad catalítica Ppb1 y no se produce en su ausencia. Por tanto, concluimos que la 

paxilina interacciona con la calcineurina a través de la subunidad catalítica Ppb1. 

 

 

 

 

 

Figura 27. Ppb1 interacciona con Pxl1. Ensayo de coinmunoprecipitación de Pxl1 y Ppb1 en una cepa 

silvestre que expresa Ppb1-GFP y HA-Pxl1 (PPG13471). Como control se utilizaron las cepas que 

expresaban únicamente Ppb1-GFP o HA-Pxl1 (PPG11417 y PPG05110). Los extractos celulares de esta 

cepa se incubaron con anticuerpos policlonales anti-HA unidos a proteína A-sefarosa. Los extractos 

celulares y el inmunoprecipitado fueron analizados con anticuerpos anti-HA y anti-GFP.  
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1.7    La paxilina es necesaria para la localización de la calcineurina en el anillo 

 

Puesto que la paxilina y la calcineurina parecen estar en la misma vía de señalización, 

colocalizan en el anillo de actomiosina e interaccionan físicamente, decidimos 

comprobar si la localización de Ppb1 era dependiente de Pxl1 ya que, como se 

mencionó anteriormente, esta llega unos minutos antes que la fosfatasa al CAR. Se 

utilizaron cepas con o sin paxilina que poseían la subunidad catalítica de la calcineurina 

fusionada con GFP (Ppb1-GFP) y la cadena ligera reguladora de la miosina marcada con 

tdTomato (Rlc1-tdTomato). Mediante microscopía de fluorescencia se observó que en 

la mayoría de las células la localización de la calcineurina en el CAR se perdía 

totalmente en ausencia de Pxl1, apreciándose una leve señal de Ppb1-GFP, con una 

intensidad unas diez veces inferior a la cepa silvestre, en un 7% de las células en las que 

el anillo se encontraba en la fase final de la contracción (Figura 29). Por tanto, la 

localización de la calcineurina en el anillo es debida principalmente a la paxilina, aunque 

otras proteínas podrían contribuir a su localización en el CAR al final de la septación. 

 

 

 

 

Figura 28. Pxl1 se une a la calcineurina por medio de la subunidad catalítica Ppb1. Ensayo de pull 

down con extractos de las cepas silvestre y cnb1Δ que expresan la proteína Ppb1-HA (PPG11414 y 

PPG14945) (A) y las cepas silvestre y ppb1Δ que llevan la proteína Cnb1-HA (PPG14674 y PPG14946) (B). 

Los extractos de las cepas se incubaron con bolas de glutatión-sefarosa que llevan unidas GST o GST-Pxl1 

producidas en bacterias. Los precipitados y los extractos celulares fueron analizados con anticuerpos 

anti-GST y anti-HA.  
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1.8    Ppb1 interacciona con diferentes regiones de la paxilina 

La paxilina es una proteína con una región rica en prolina en su mitad N-terminal con y 

tres dominios LIM en su mitad C-terminal (Pinar et al., 2008) (Figura 30A). Esta 

proteína se localiza en el anillo mediante la interacción de su región N-terminal con el 

dominio SH3 de Cdc15 o de Imp2 (Ren et al., 2015; Roberts-Galbraith et al., 2009) 

mientras que los dominios LIM le dan la funcionalidad a esta proteína (Pinar et al., 

2008). Decidimos estudiar si la interacción de Pxl1 con Ppb1 se realizaba 

exclusivamente a través de estos tres dominios LIM o bien se producía también a 

través de su región N-terminal.  

Se analizó el efecto de los truncamientos de los dominios LIM de Pxl1 en la función de la 

localización de la calcineurina en el CAR. Las construcciones de pxl1 carentes de las 

regiones codificantes de los tres dominios LIM, pxl1ΔLIM123, o sólo del último, 

pxl1ΔLIM3, se clonaron en el plásmido integrativo pJK148 bajo el control del promotor 

de paxilina y se integraron en el locus leu1+ de una cepa pxl1Δ que expresaba Ppb1-GFP 

para observar la localización de la calcineurina mediante microscopía de fluorescencia.  

Los resultados nos muestran cómo la localización en el CAR de la calcineurina se pierde 

casi totalmente con la eliminación del tercer dominio LIM y desaparece por completo 

con la deleción de todos los dominios LIM (Figura 30B). Esto confirma el papel esencial 

de estos dominios en la función de Pxl1 que es la localización de la calcineurina en el 

CAR. 

 

Figura 29.- La paxilina es necesaria para la localización de la calcineurina en el anillo. Microscopía de 

fluorescencia de las cepas silvestre y pxl1Δ que expresan de forma endógena la calcineurina fusionada 

con la proteína fluorescente verde (Ppb1-GFP) y la cadena ligera reguladora de las miosinas fusionada 

con tdTomato (Rlc1-tdTomato) (PPG12234 y PPG12264). Las células se incubaron a 28°C en medio YES. 

Las flechas blancas indican la deslocalización de Ppb1 en el anillo.  
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La mitad N-terminal de la paxilina es la encargada de la localización de esta en el anillo, 

por tanto, no se analizó el truncamiento de este extremo de la proteína en 

experimentos de localización de Ppb1-GFP ya que si no se localiza la paxilina tampoco 

se localizaría la calcineurina (Pinar et al., 2008). Se realizaron ensayos de pull down 

utilizando Pxl1 y diferentes truncamientos de la proteína carentes de sus regiones N-

terminal o C-terminal fusionados con GST, producidos en bacteria de forma 

recombinante y unidos a bolas de glutatión-sefarosa. Estas bolas se incubaron con 

extractos celulares de cepas que poseen la subunidad catalítica de la calcineurina 

marcada (Ppb1-HA). Los resultados muestran que tanto la deleción de la mitad N-

terminal como la de los tres dominios LIM del extremo C-terminal producen una 

pérdida de interacción de la paxilina con la subunidad catalítica de la calcineurina. Sin 

embargo, en ninguna de las deleciones se producía una pérdida total de la interacción, 

por lo que los dos extremos de la paxilina son capaces de interaccionar con Ppb1 

(Figura 31B). 

 

 

Figura 30.- Los dominios LIM de la paxilina son necesarios para la localización de la calcineurina en el 

anillo. (A) Esquema de paxilina donde se muestra la secuencia rica en prolinas en su región N-terminal y 

tres dominios LIM en su parte C-terminal. (B) Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre y de 

cepas que carecen de uno o de los tres dominios LIM de la paxilina. Las cepas expresan de forma 

endógena la calcineurina fusionada con la proteína fluorescente verde (Ppb1-GFP) y se incubaron a 28°C 

en medio YES (PPG11417, PPG14632 y PPG13473). Las flechas blancas indican la pérdida de localización 

de Ppb1-GFP. 
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1.9    La paxilina tiene un motivo de unión a Ppb1 en su dominio LIM C-terminal 

que es necesario para la interacción con Ppb1 y su localización en el CAR. 

La paxilina interacciona con la calcineurina mediante distintos motivos presentes en 

sus regiones N- y C-terminal. En S. cerevisiae se han descrito dos motivos “consenso” 

diferentes de unión con calcineurina que están presentes en sus sustratos. El primer 

motivo, PxIxIT, se encuentra muy degenerado, pudiendo ser el residuo 3 y 5 cualquier 

aminoácido hidrofóbico mientras que el residuo 6 debe ser un aminoácido hidrofílico 

(Figura 32A). Esto hace que se puedan encontrar varios motivos de unión a 

calcineurina de mayor o menor afinidad dentro de la misma proteína (Roy and Cyert, 

2009). El segundo motivo, LxVP, está implicado en la orientación del sustrato para su 

desfosforilación, incrementando la especificidad de unión de los motivos PxIxIT (Roy 

and Cyert, 2009). Se realizó una búsqueda in silico de motivos PxIxIT en la secuencia de 

aminoácidos de Pxl1, identificándose dos sitios putativos de unión a calcineurina que 

se ajustaban a la secuencia consenso descrita, aunque no en su totalidad: PTLPLQ en la 

mitad N-terminal (aminoácidos 181-186) y PILGIS en el extremo C-terminal 

(aminoácidos 384-389) (Figura 32B). Este último se encontraba en el tercer dominio 

LIM y sabíamos que la eliminación de ese dominio ya producía una pérdida casi 

completa de localización de la calcineurina. Para estudiar si los sitios identificados eran 

necesarios para la interacción realizamos una mutagénesis dirigida de ambos, 

cambiando todos sus aminoácidos por alaninas. Así obtuvimos las cepas mutantes 

Figura 31.- Pxl1 interacciona con Ppb1. Ensayo de pull down con extractos de cepas que expresan la 

proteína Ppb1-HA (PPG11414). Los extractos de las cepas se incubaron con bolas de glutatión-sefarosa 

que llevan unidas GST, GST-Pxl1 o los truncamientos de sus regiones N-terminal o C-terminal fusionados 

a GST y producidos en bacterias. Los precipitados y los extractos celulares fueron analizados con 

anticuerpos anti-GST y anti-HA. 
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pxl1-M3 y pxl1-M4 con las secuencias PTLPLQ y PILGIS mutadas, respectivamente. 

Posteriormente realizamos ensayos de pull down para estudiar la interacción de los 

productos de los alelos mutantes de la paxilina, Pxl1-M3 y Pxl1-M4 con Ppb1 y los 

comparamos con la interacción de los truncamientos Pxl1ΔLIM123 y Pxl1ΔN. Se 

obtuvieron las diferentes versiones de Pxl1 fusionadas a GST, producidas de forma 

recombinante en bacterias y unidas a bolas de glutatión-sefarosa. Las bolas se 

incubaron con extractos de células que expresaban Ppb1-HA (Figura 32C). La proteína 

mutante Pxl1-M4 perdía parte de la interacción con Ppb1-HA, aunque no era una 

pérdida total como la del truncamiento que carece de los 3 dominios LIM, lo que indica 

que estos dominios poseen otros sitios de interacción con la calcineurina. Por otro 

lado, la proteína mutante Pxl1-M3 mantenía su interacción con la calcineurina, a 

diferencia de lo que pasaba en el truncamiento de su región N-terminal. Esto nos 

indica que en esta región el sitio M3 no es responsable de la unión a la calcineurina y 

existen otros motivos de unión a Ppb1 con mayor afinidad. 

 

 

Figura 32.- Interacción de Pxl1 con la subunidad catalítica de la calcineurina. (A) Secuencia consenso 

del dominio de unión a sustrato de la calcineurina. El tamaño de cada letra es proporcional a su 

frecuencia en el dominio, los corchetes indican los aminoácidos que deben ocupar esa posición 

mientras que las llaves indican los aminoácidos que no pueden ocuparlas. Adaptado de Roy and Cyert, 

2009. (B) Representación esquemática de los dominios de la paxilina, sus truncamientos y las 

mutaciones en los sitios putativos de interacción con la calcineurina. (C) Ensayo de pull down con 

extractos de células que expresan la proteína Ppb1-HA bajo su propio promotor (PPG11414). Los 

extractos de las cepas se incubaron con las bolas de glutatión-sefarosa que llevan unidas GST-Pxl1, o GST 

fusionada a las versiones de Pxl1 sin las regiones N- terminal y C-terminal o a las proteínas mutadas en 

los sitios consenso de interacción con la calcineurina, Pxl1-M3 o Pxl1-M4, producidas en bacterias. Los 

precipitados y los extractos celulares fueron analizados con anticuerpos anti-GST y anti-HA. 
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Para comprobar si las disminuciones de interacción observadas en las versiones 

truncadas o mutadas de Pxl1 provocaban la pérdida de localización de Ppb1, se 

observó mediante microscopía de fluorescencia la localización de esta fosfatasa en las 

cepas mutantes con las diferentes versiones de la paxilina y se analizaron los fenotipos 

de septación. Para ello se clonaron en el plásmido pJK148 las secuencias codificantes 

de la paxilina entera, las deleciones de la región N-terminal y del tercer dominio LIM y 

los alelos mutantes en los sitios putativos de interacción con calcineurina. Todas las 

construcciones se clonaron bajo el control del promotor de pxl1+ y se integraron en el 

locus leu1+ de una cepa que expresaba Ppb1-GFP y carecía de paxilina (Figura 33). En la 

cepa con el alelo mutante pxl1-M3 se observó que la calcineurina seguía localizándose 

en el CAR de igual forma que la cepa silvestre, al contrario de lo que ocurría en la cepa 

sin la región N-terminal de la paxilina (pvalue= 0,0012). Esta cepa se utilizó como 

control negativo ya que la paxilina pierde su localización en el anillo en ausencia de 

esta región, por lo que la calcineurina también la pierde. Se observó que la localización 

de la calcineurina disminuía parcialmente en la cepa mutante pxl1-M4 al igual que 

ocurría en la cepa que tenía la paxilina carente del tercer dominio LIM (pvalue= 0,001). 

Además, el mutante pxl1-M4 presentaba los mismos defectos en citocinesis que la 

cepa sin el tercer dominio LIM, con la aparición de un elevado porcentaje de células 

septadas y multiseptadas que es ligeramente inferior al porcentaje de la cepa que no 

expresa paxilina. Por otra parte, en el mutante pxl1-M3 no disminuía 

significativamente la localización de Ppb1 presentando un porcentaje de septación 

muy similar al de la cepa silvestre. Por tanto, se confirmó que la calcineurina 

interacciona con la paxilina a través del motivo PxIxIT presente en su tercer dominio 

LIM y que la falta de interacción con Ppb1 de Pxl1LIM3 y Pxl1-M4 provoca la 

deslocalización de la calcineurina en el CAR. 
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1.10   La función principal de la paxilina es la localización de la calcineurina en el 

CAR  

Los resultados obtenidos indican que la localización de la calcineurina en el anillo 

contráctil de actomiosina es dependiente de su interacción con la paxilina, 

identificándose un sitio de unión a la calcineurina en el tercer dominio LIM que la 

localiza en el CAR. Para comprobar que esta es la función principal de la paxilina y, por 

tanto, que la ausencia de la fosfatasa es la causa del fenotipo observado en la cepa 

pxl1Δ, se dirigió de forma artificial la calcineurina al CAR en una cepa carente de 

paxilina. Para esto se utilizó una estrategia que permite anclar una proteína marcada 

con GFP a una segunda proteína fusionada con GBP (GFP Binding Protein). La GBP posee 

una elevada afinidad de unión a GFP, de esta manera, nos permite localizar a una 

proteína marcada con la proteína fluorescente hacia un lugar concreto de la célula 

(Chen et al., 2017). Fusionamos la cadena ligera reguladora de las miosinas Rlc1 con 

GBP o GBP-mCherry en una cepa que expresa Ppb1-GFP y que carece de paxilina. En 

esta cepa se observó que la calcineurina volvía a localizarse en el anillo junto a Rlc1 

dirigida por el dominio GBP, por tanto, la estrategia para localizar a la fosfatasa en el 

CAR funcionaba correctamente (Figura 34A). Además, la localización de la calcineurina 

en el anillo disminuyó los defectos en citocinesis de la cepa pxl1 ppb1-GFP, 

observándose una reducción en el porcentaje de células en septación (Figura 34B). 

Esto sugiere que la función principal de la paxilina es la localización de la calcineurina 

en el CAR.  

 

Figura 33.- La calcineurina se localiza en el CAR de la cepa mutante pxl1-M3 y su localización se pierde 
en la cepa pxl1-M4. (A) Microscopía de fluorescencia de las cepas: silvestre, carente del tercer dominio 
LIM o carente de la región N-terminal de la Pxl1 y de las cepas que expresan los alelos mutantes de pxl1 
en los posibles sitios de unión a calcineurina (pxl1-M3 y pxl1-M4) (PPG13807, PPG14310, PPG14362, 
PPG14366, PPG14313 y PPG12264). Las células se incubaron a 28°C en medio YES. Todas las cepas 
expresan además de forma endógena Ppb1-GFP y Rlc1-tdTomato. Las flechas blancas indican la pérdida 
de localización de Ppb1-GFP (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en el anillo de Ppb1-
GFP en las cepas anteriores. Solo se cuantificó la señal en las células en las que en el anillo se 
encontraba completamente formado y abierto. Los valores obtenidos se miden en unidades arbitrarias 
(u.a.). (C) Porcentaje de células septadas y multiseptadas en las cepas estudiadas. 
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1.11   La localización de la calcineurina en el CAR no depende de los dominios 

LIM de otras proteínas  

Nos preguntamos si otras proteínas con dominios LIM podrían intervenir también en la 

localización de la calcineurina en el CAR. En S. pombe existen otras 3 proteínas con 

dominios LIM: Rga1, Rga3 y Rga4, todas ellas presentan dominios RhoGAP y se han 

descrito como reguladoras negativas (GAPs) de las GTPasas Rho1 y Cdc42 (Nakano et 

al., 2001). Primero se realizó un análisis comparativo para estudiar el porcentaje de 

identidad de estas proteínas con la secuencia del tercer dominio LIM de la paxilina, en 

el que previamente se había identificado un dominio de unión a Ppb1, mediante el uso 

de BLAST (Figura 35A). Además de la identidad total con la secuencia del dominio LIM3 

de la paxilina, el análisis detectó una identidad parcial con los dominios LIM de Rga1 y 

Rga3 y no identificó identidad significativa con la secuencia de Rga4. Por otro lado, el 

Figura 34. La localización de Ppb1 en el anillo suprime los defectos de la cepa pxl1Δ. (A) Microscopía de 

fluorescencia de la cepa que expresa de forma endógena la calcineurina fusionada con la proteína 

fluorescente verde (Ppb1-GFP) y la cadena ligera reguladora de las miosinas fusionada con la proteína de 

unión a GFP y mCherry (Rlc1-GBP-mCherry) incubadas a 28°C en medio YES (PPG15528). (B) Microscopía 

de fluorescencia de las cepas silvestre y pxl1 que expresan de forma endógena la calcineurina fusionada 

con la proteína fluorescente verde (Ppb1-GFP) y poseen o no la cadena ligera reguladora de las miosinas 

fusionada con la proteína de unión a GFP (Rlc1-GBP). Células incubadas a 28°C en medio YES (PPG11417, 

PPG15525 y PPG15526). (C) Porcentaje de células septadas y multiseptadas en las cepas estudiadas. 
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análisis in silico de las secuencias de los dominios LIM de estas proteínas determinó 

que todas ellas presentan sitios putativos de unión a calcineurina PxIxIT (Figura 35B). 

 

 

 

 

Visto que Rga1 y Rga3 poseían una identidad parcial con la secuencia del tercer 

dominio LIM de la paxilina y que las tres proteínas poseían dominios PxIxIT, aunque la 

mayoría degenerados, se estudió la localización de Ppb1-GFP en las cepas que carecían 

de estos GAPs. La cepa mutante rga1Δ muestra defectos en la morfogénesis con la 

aparición de células redondeadas e hinchadas, con un aumento de células en septación 

y la aparición de células multiseptadas o ramificadas durante la citocinesis (Nakano et 

al., 2001). En esta cepa Ppb1-GFP se localizaba correctamente en el CAR sin diferencias 

apreciables en su intensidad (pvalue= 0,101) (Figura 36A). La cepa mutante rga3Δ no 

presenta defectos morfológicos aparentes (Nakano et al., 2001) y Ppb1-GFP es capaz 

de localizarse normalmente en el CAR durante la citocinesis (pvalue= 0,299) (Figura 

36B). Por último, la cepa mutante rga4Δ posee defectos en su morfología celular con 

células ligeramente más redondeadas y un leve defecto en citocinesis (Nakano et al., 

2001) pero Ppb1-GFP es capaz de localizarse en el CAR como en la cepa silvestre 

(pvalue= 0,206) (Figura 36C). Por tanto, los dominios LIM de la paxilina son los únicos 

necesarios para localizar a la calcineurina en el CAR cuando el anillo se encuentra 

formado y abierto. No excluimos la posibilidad de que las otras proteínas con dominios 

LIM tengan una función accesoria a la de la paxilina, estas podrían ser necesarias para 

Figura 35.- Los dominios LIM de Rga3 y Rga1 presentan una ligera identidad con el tercer dominio LIM 

de paxilina. (A) BLAST del tercer dominio LIM de la paxilina para la estudiar el porcentaje de identidad 

con los dominios LIM de Rga1, Rga3 y Rga4. (B) Análisis in silico de los motivos PxIxIT en las secuencias 

de Rga1, Rga3 y Rga4. Los motivos en rojo presentan alta identidad, mientras que las secuencias en 

verde presentan baja identidad con la secuencia consenso.  
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localizar a la calcineurina en el CAR al final de la contracción en ausencia de la paxilina. 

Para comprobarlo sería necesario estudiar la localización de la calcineurina en ausencia 

de paxilina y de cada una de estas proteínas. No obstante, dichos experimentos son 

difíciles de interpretar y/o cuantificar ya que en muy pocas células (7%) en el anillo se 

observa al final de la contracción una mínima cantidad de calcineurina. 

Figura 36.- Las proteínas GAP Rga1, Rga3 y Rga4 no parecen tener un papel en la localización de 

la calcineurina en el anillo. (A) Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre y las cepas 

rga1Δ, rga3Δ o rga4Δ que expresan de forma endógena la calcineurina fusionada con la proteína 

fluorescente verde (Ppb1-GFP) incubadas a 28°C en medio YES (PPG11417, PPG15501, PPG15540 y 

PPG15570). (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en el anillo de Ppb1-GFP en las 

cepas anteriores. 
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1.12 Caracterización de un posible motivo de unión a la paxilina en la subunidad 

catalítica de la calcineurina 

Se han descrito dos motivos diferentes de unión a la calcineurina en sus proteínas 

diana (PxIxIT y LxVP), estos sitios son necesarios para la unión del sustrato y para su 

correcta orientación respectivamente. De igual forma se ha descrito un motivo 

(FMDVF) presente en la subunidad catalítica de la calcineurina de Aspergillus 

fumigatus que está muy conservado en hongos y que es necesario para su localización 

en el anillo de actomiosina. En Aspergillus, las mutaciones en los residuos F368 y F372 

de este sitio de unión provocan la pérdida de localización de la subunidad catalítica de 

la calcineurina por la falta de unión a los motivos PxIxIT y LxVP de sus sustratos 

(Juvvadi et al., 2011). Para analizar la función del motivo FMDVF presente en Ppb1, la 

subunidad catalítica de la calcineurina de S. pombe, realizamos una mutagénesis 

dirigida de los aminoácidos terminales cambiándolos por alanina, por separado 

(FMDVF→AMDVF o FMDVF→FMDVA) y ambos a la vez (FMDVF→AMDVA). Se expresó 

el alelo mutante que codifica la proteína con ambos aminoácidos mutados, Ppb1-AA, 

en el plásmido pREP41 bajo el control del promotor nmt41 reprimible por tiamina en 

una cepa que poseía la deleción de ppb1+. En las células que expresaban este alelo de 

la calcineurina no se observó localización en la zona de división, lo que sugiere que 

este sitio de unión podría ser esencial para la interacción con los dominios PxIxIT y 

LxVP de los sustratos (Figura 37A). En S. pombe, al igual que en Aspergillus, este 

motivo solapa con el sitio de unión de la subunidad reguladora, la ciclosporina A y 

FK506. Por tanto, la falta de localización de Ppb1 podría deberse tanto a la pérdida de 

interacción con la paxilina como a una posible ausencia de activación de la 

calcineurina. Se realizó un ensayo para medir el nivel de activación de la calcineurina 

analizando la expresión de la proteína fluorescente verde (GFP) bajo el control de un 

promotor con tres elementos de respuesta a calcineurina (CDRE), así, cuanto más 

activa se encuentre la calcineurina más se expresará la GFP (Figura 37B). En los 

mutantes simples F368A y F372A del dominio de unión de Ppb1 se pierde casi 

completamente la actividad de la calcineurina y en el mutante doble la actividad 

desaparece por completo. Esto indica que la falta de localización de la calcineurina 

mutada se debe a una disminución de su funcionalidad de la calcineurina producida, 

probablemente, por la incapacidad de unirse a la subunidad reguladora Cnb1. 
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2. La calcineurina es necesaria para la localización de la paxilina en el anillo y para la 

desfosforilación de Cdc15 

2.1   La localización de la calcineurina en el anillo provoca la llegada de más 

paxilina al anillo creándose un feedback loop positivo 

Anteriormente se ha descrito que la localización de la calcineurina en el CAR al inicio 

de su contracción depende de la paxilina, que llega antes al CAR que la fosfatasa. 

Además, se ha observado que la concentración de paxilina va aumentando en el anillo 

de actomiosina hasta el final de su contracción (Cortés et al., 2015). Por tanto, 

consideramos que quizás la calcineurina fuese necesaria para la acumulación de la 

paxilina en el CAR. Para ver si este era el caso, se realizaron experimentos de video 

microscopía de fluorescencia con una cepa que expresaba la paxilina y la subunidad de 

la tubulina Atb2 fusionadas con las proteínas fluorescentes verde y roja 

respectivamente (GFP-Pxl1 y mCherry-Atb2). El marcaje de la tubulina posibilita 

Figura 37.- Los mutantes de los sitios de unión a sustrato en la subunidad catalítica de la calcineurina 

codifican una proteína poco activa y por tanto no se localiza en el anillo contráctil. (A) Microscopía de 

fluorescencia de una cepa ppb1Δ que expresa la subunidad catalítica de la calcineurina o su versión 

mutada de los sitios de unión a sustrato en el plásmido pREP41. Células incubadas a 28°C en medio YES 

(PPG15273 y PPG15274). Las flechas blancas indican la pérdida de localización de Ppb1-GFP. (B) Ensayo 

de actividad de la calcineurina mediante análisis de la expresión de la proteína fluorescente verde 

controlada por tres elementos de respuesta a calcineurina CDRE en la cepa silvestre, en ppb1Δ y en las 

cepas ppb1Δ con la subunidad catalítica de la calcineurina o sus versiones mutadas en los sitios de unión 

a sustrato expresadas en el plásmido pREP41 (PPG15505, PPG15506, PPG15507, PPG15508, PPG15509 y 

PPG15510). Los extractos celulares se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-GFP 

y anti-actina. Se utilizó la cepa carente de la subunidad catalítica Ppb1 como control negativo y la actina 

como control de carga. 
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observar la formación del huso mitótico a partir del cuerpo polar del huso, 

permitiéndonos estudiar cómo avanza la citocinesis considerándose tiempo 0 la 

aparición de los microtúbulos del huso mitótico. Así se pudo observar la localización de 

la paxilina a lo largo de la citocinesis en células que expresaban o no la subunidad 

catalítica de la calcineurina. En ausencia de esta fosfatasa, se observó que la paxilina 

llegaba al anillo aproximadamente 6 minutos más tarde, cuando el núcleo ya ha 

comenzado a separase y el huso mitótico ya casi ha alcanzado los polos celulares 

(Figura 38A). El pico máximo de intensidad de paxilina en el CAR en la cepa ppb1Δ se 

alcanzaba 30 minutos más tarde y era un 50% inferior al de la cepa silvestre (Figura 

38B). Además, la velocidad de contracción del CAR disminuía al igual que pasaba en la 

cepa carente de paxilina (Pinar et al., 2008). Parece, por tanto, que existe una 

dependencia mutua de ambas proteínas formándose un bucle o feedback loop positivo 

por el cual se necesita Pxl1 para que Ppb1 se localice en el anillo y ésta a su vez es 

necesaria para que se acumule más Pxl1 en el anillo y así reclutar más calcineurina 

durante la contracción. 
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2.2    La paxilina no parece ser desfosforilada por la calcineurina para localizarse 

en el CAR  

La paxilina es la proteína encargada de localizar a la calcineurina en el anillo de 

actomiosina que a su vez provoca la llegada de más paxilina al CAR. Por tanto, podría 

ser que la calcineurina desfosforilara a la paxilina, favoreciendo su localización o su 

interacción con otras proteínas del anillo. Así se analizó el estado de fosforilación de la 

paxilina en cepas que poseían esta proteína marcada con GFP y que a la vez poseían o 

no la subunidad catalítica Ppb1 en cultivos asincrónicos. Se realizaron ensayos de 

Western blot con phos-tag, que es un marcaje específico de los grupos fosfato. Este se 

incorpora al gel de acrilamida y permite aumentar el peso molecular de la proteína de 

estudio según su fosforilación, de esta forma se pueden analizar las proteínas 

fosforiladas con mayor facilidad (Figura 39). Se observaron diferentes bandas de Pxl1 

en los extractos de las cepas analizadas, lo que nos indica la existencia de diferentes 

estados de fosforilación de Pxl1, por lo que podemos concluir que probablemente esta 

es una fosfoproteína. Sin embargo, no se observó ningún cambio en el patrón de 

bandas de esta proteína en la cepa que carecía de la subunidad catalítica Ppb1, por lo 

que no parece que la paxilina sea desfosforilada por esta fosfatasa. El único efecto 

observado fue una disminución de la cantidad de total de paxilina en las cepas 

carentes de calcineurina. Por tanto, esta fosfatasa no solo influye en su localización, 

sino que también afecta a los niveles de Pxl1 totales en la célula, pero no sabemos 

cómo lo hace.  

 

Figura 38.- En ausencia de calcineurina la paxilina se localiza en el anillo más tarde y no se acumula 

durante la citocinesis. (A) Video microscopía de una cepa silvestre y otra carente de calcineurina (ppb1Δ) 

que expresan la paxilina fusionada con la proteína fluorescente verde (GFP-Pxl1) y la tubulina fusionada 

con mCherry (mCherry-Atb2) (PPG14879 y PPG14877). Las células se incubaron a 28°C en medio YES. (B) 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia en el anillo de GFP-Pxl1 en las cepas anteriores. 
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2.3    La calcineurina afecta a la fosforilación de Cdc15 in vivo 

Puesto que el fenotipo más obvio de la falta de calcineurina son los defectos de 

citocinesis y Cdc15 está implicada en este proceso sirviendo de anclaje del anillo a la 

membrana plasmática, quisimos ver si existía alguna relación entre la calcineurina, la 

paxilina y Cdc15. Se ha descrito que la localización de la paxilina en el anillo de 

actomiosina es dependiente de la unión a los dominios SH3 de Cdc15 e Imp2 que 

también funcionan como proteínas de anclaje de otros componentes del CAR (Ren et 

al., 2015; Roberts-Galbraith et al., 2009). En ausencia del dominio SH3 de Cdc15 la 

paxilina se localiza en el anillo pero lo hace en menor cantidad y no aumenta su nivel 

durante la citocinesis (Cortés et al., 2015). 

También se ha descrito que la desfosforilación de Cdc15 provoca un cambio en su 

conformación que aumenta la capacidad de reclutar a los componentes del anillo 

como la paxilina (Roberts-Galbraith et al., 2010). Por ello se pensó en la posibilidad de 

que la calcineurina pudiera desfosforilar a Cdc15 para estimular el reclutamiento de 

más paxilina al CAR, formándose así el feedback loop positivo que hemos observado. 

En primer lugar, para comprobar si había interacción entre la calcineurina y Cdc15 se 

realizaron experimentos de coinmunoprecipitación entre ambas proteínas durante la 

citocinesis utilizando cultivos sincrónicos. Para ello se utilizó una cepa mutante 

termosensible de Cdc25, la fosfatasa inductora de la fase M del ciclo celular, cdc25-22. 

Este mutante detiene su ciclo en la fase G2 cuando es incubada a la temperatura 

restrictiva de 36°C y es capaz de continuarlo cuando se cambia a la temperatura 

permisiva de 25°C. Se construyó una cepa cdc25-22 que además expresaba de forma 

simultánea la subunidad catalítica de la calcineurina fusionada con GFP (Ppb1-GFP) y 

Cdc15 con el epítopo HA (Cdc15-HA). Como control se utilizaron las cepas que 

expresaban únicamente una de estas dos proteínas marcadas también en la cepa 

mutante cdc25-22. Las células se cultivaron a 25°C y posteriormente se incubaron 4 

horas a 36°C. Tras este bloqueo en G2, las células se pasaron a 25°C para que 

continuaran el ciclo y se obtuvieron muestras a los 30 minutos para realizar el ensayo 

Figura 39.- Western blot de extractos de una cepa silvestre y cepas que expresan GFP-Pxl1 bajo el control 

de su propio promotor en un cultivo asincrónico y que poseen o no el gen de la subunidad catalítica de la 

calcineurina ppb1+ (PPG05060, PPG14825 y PPG04939). Los extractos celulares fueron analizados 

utilizando anticuerpos anti-GFP y la actina fue utilizada como control de carga. 
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de coinmunoprecipitación. Los extractos celulares de los cultivos sincronizados se 

incubaron con anticuerpos policlonales anti-GFP y proteína A-sefarosa. Tras la 

incubación se realizó un Western blot empleando anticuerpos monoclonales anti-GFP o 

anti-HA para detectar Ppb1-GFP y Cdc15-HA respectivamente en los 

inmunoprecipitados y en los extractos celulares. Tras el revelado se pudo observar la 

banda correspondiente a Cdc15-HA en el inmunoprecipitado de la cepa que poseía 

ambas proteínas marcadas (Figura 40). Estos resultados sugieren la existencia de una 

interacción de Cdc15 con Ppb1 que podría ser directa o mediada por otra proteína. Una 

posibilidad es que esa unión fuera dependiente de la paxilina y esto se podría 

demostrar realizando la misma coinmnuprecipitación en una cepa pxl1Δ. Se intentó 

obtener una cepa con Cdc15 marcada con el epítopo HA en su propio locus y carente 

de paxilina pxl1Δ. Sin embargo, tal y como estaba descrito (Cortés et al., 2015), esta 

cepa resultó ser inviable, al igual que otras que intentamos construir utilizando otros 

marcadores en ambos extremos de la proteína Cdc15.  

 

La interacción de Cdc15 y Ppb1 permitía pensar que Cdc15 fuera un sustrato de esta 

fosfatasa y ésta fuera capaz de regularla modificando su estado de fosforilación. Esta 

posibilidad se podría demostrar analizando el patrón de fosforilación de Cdc15 en 

ausencia de actividad calcineurina. Para ello, en primer lugar, se intentó obtener una 

cepa con Cdc15 marcada en su extremo N-terminal con GFP y carente de la subunidad 

catalítica ppb1Δ. Sin embargo, al igual que pasaba en la cepa que carecía de paxilina, 

esta cepa resultó ser inviable. De esta forma se concluyó que el marcaje de Cdc15 en 

ambos extremos afecta a la funcionalidad de la proteína y parece que en ausencia de 

calcineurina es necesario que esta proteína sea completamente funcional.  

 

 

Figura 40.- Ppb1 interacciona con Cdc15. Ensayo de coinmunoprecipitación de Cdc15-HA y Ppb1-GFP 
expresadas bajo el control de sus propios promotores en la cepa mutante cdc25-22 (PPG15420). Como 
control se utilizaron las cepas que expresaban únicamente marcadas Ppb1-GFP o Cdc15-HA (PPG15403 y 
PPG14861). Se obtuvieron extractos celulares de las cepas sincronizadas mediante incubación a 36°C 
durante 4h y posterior liberación a 25°C durante 30´. Se incubaron con anticuerpos policlonales anti-GFP 
unidos a proteína A-sefarosa para inmunoprecipitar Ppb1. Los extractos y los inmunoprecipitados fueron 
analizados con anticuperpos anti-HA y anti-GFP. 
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Como estrategia alternativa para estudiar si Cdc15 era un sustrato de la calcineurina y 

poder observar un cambio en su estado de fosforilación en ausencia de la actividad de 

esta fosfatasa, se trató la cepa GFP-Cdc15 con FK506, un compuesto inhibidor de la 

calcineurina, a una concentración de 20 μg/ml durante 6 horas, lo que permite su 

completa inactivación. A continuación, se realizaron ensayos de Western blot para 

detectar Cdc15 en los extractos de un cultivo asincrónico de células sin tratar o tratadas 

con FK506. Los resultados obtenidos confirman que, en la muestra con la calcineurina 

inactivada por FK506, Cdc15 presenta distinta movilidad electroforética y por tanto 

podría encontrarse más fosforilada que en la cepa silvestre (Figura 41A). Esto sugiere 

que Cdc15 puede ser un sustrato de la calcineurina o que esta fosfatasa afecta a su 

fosforilación in vivo. 

Para analizar en más detalle cuándo se producía esa desfosforilación, se realizaron 

experimentos con células sincronizadas. Para ello se utilizó nuevamente la cepa 

mutante termosensible de Cdc25, cdc25-22, que además llevaba la proteína Cdc15 

marcada con GFP. Las células se cultivaron en fase exponencial a 25°C, posteriormente 

se añadió FK506 (5 μg/ml) y se incubaron 4 horas a 36°C. Tras este bloqueo en G2, las 

células se incubaron de nuevo a 25°C y se obtuvieron muestras cada 30 minutos para 

comprobar el estado de fosforilación de GFP-Cdc15. En la cepa sin tratar con FK506, tal 

y como se ha descrito previamente (Roberts-Galbraith et al., 2010), Cdc15 se 

desfosforila pasando a la configuración abierta que favorece el reclutamiento de otras 

proteínas del anillo y posteriormente se fosforila de nuevo. Sin embargo, la cepa 

tratada con FK506 presentaba un estado de hiperfosforilación de GFP-Cdc15 respecto 

a la cepa sin tratar ya en el comienzo de la incubación a 25°C. A los 60 minutos, Cdc15 

se encontraba más desfosforilada que al tiempo inicial, pero a niveles menores que los 

de la cepa sin tratar (Figura 41B). Estos resultados sugieren que la desfosforilación de 

Cdc15 durante la citocinesis depende parcialmente de calcineurina y que otras 

fosfatasas podrían estar también participando en ella. A los 90 minutos después de 

pasar los cultivos a 25°C, empieza a recuperarse la fosforilación en la cepa sin tratar, 

alcanzando el máximo a los 120 minutos, mientras que en la cepa con FK506 se 

producía también la refosforilación pero retrasada (Figura 41B). Este desfase en la 

refosforilación de la cepa con la calcineurina inactivada coincide con el retraso en la 

septación de estas células. No obstante, no podemos saber si el defecto en la 

refosforilación es la consecuencia o la causa del aumento en el tiempo de septación.  

Estudiamos también si la hiperfosforilación de Cdc15 producía algún cambio en su 

localización en cultivos asincrónicos. Para ello, se observó GFP-Cdc15 en una cepa 

silvestre con y sin tratamiento con el inhibidor FK506 a una concentración de 20 g/ml 

durante 6 horas (Figura 41C). No se observaron diferencias de localización en el anillo 

entre las cepas con y sin tratamiento con FK506. En conjunto, estos resultados 

sugieren que la ausencia de calcineurina cambia el estado de fosforilación de Cdc15, 

esto afectaría a su conformación y por tanto alteraría la localización de otros 
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componentes del anillo. Sin embargo, ni la localización de Cdc15 dentro de la célula ni 

su concentración en el anillo son dependientes de calcineurina.  

 

Figura 41.- Cd15 es un sustrato de la calcineurina. (A) Western blot de extractos de células que expresan 

GFP-Cdc15 bajo el control de su propio promotor en un cultivo asincrónico con y sin tratamiento con 

FK506 (20g/ml) (PPG05161 y PPG04939). Los niveles de GFP-Cdc15 se detectaron con anticuerpos anti-

GFP. La actina fue utilizada como control de carga. (B) Western blot de extractos celulares obtenidos a 

diferentes tiempos de cultivos sincrónicos de la cepa mutante cdc25-22 que expresa GFP-Cdc15 con y sin 

tratamiento con FK506 (5g/ml) (PPG14864). Los extractos se revelaron utilizando anticuerpos 

policlonales anti-GFP, mientras que la actina fue utilizada como control de carga. Se cuantificó el 

porcentaje de células binucleadas y en septación para observar el avance de la citocinesis en ambas 

cepas. (C) Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre que expresa GFP-Cdc15 incubada a 28°C en 

medio YES con y sin el tratamiento de FK506 (20g/ml) para observar su localización (PPG05161).  
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2.4    La localización de Fic1, otro componente del anillo reclutado por Cdc15, 

también se encuentra disminuida en ausencia de calcineurina 

Cdc15 se desfosforila durante la formación del anillo cambiando a su conformación 

abierta para reclutar otros componentes del anillo y posteriormente es refosforilada 

durante la septación volviendo a su configuración cerrada (Roberts-Galbraith et al., 

2010). Según nuestra hipótesis la calcineurina contribuye en la desfosforilación de 

Cdc15 y en el cambio conformacional que permite la unión de paxilina y de otros 

componentes al anillo. Para corroborar esta hipótesis se analizó la localización de otras 

proteínas dependientes de la unión al dominio SH3 de Cdc15 como Fic1. Para 

comprobar el efecto de la deleción de la calcineurina sobre la localización de Fic1 se 

utilizaron las cepas silvestre y ppb1Δ que poseían la proteína Fic1 marcada con GFP. 

Nuestros resultados mostraron que Fic1 mantenía su localización exclusiva en la zona 

de división en la cepa ppb1Δ, aunque su intensidad disminuía significativamente 

(pvalue <0,0001) en comparación con una cepa silvestre (Figura 42A). Existe una 

interacción génica negativa entre fic1 y pxl1 (Roberts-Galbraith et al., 2009), por 

ello nos preguntamos si Ppb1 al localizarse en el anillo podría desfosforilar a Fic1, al 

igual que lo hace con la propia Cdc15. Se realizó un análisis del estado de fosforilación 

de esta proteína mediante Western blot utilizando las mismas cepas del experimento 

anterior (Figura 42B). No se observó diferencia en la movilidad electroforética de Fic1, 

por lo que el estado de fosforilación de esta proteína no parecería cambiar en estas 

condiciones de ensayo y no sería un sustrato de la calcineurina en el anillo. 
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3. Otros posibles sustratos de la calcineurina en el CAR 

3.1    Identificación de posibles sustratos de la calcineurina en el CAR  

La llegada de la calcineurina al CAR y la consiguiente desfosforilación de algunos de sus 

componentes podría regular el inicio de la contracción del anillo. Se ha identificado a 

Cdc15 como un sustrato de esta fosfatasa que le permite el reclutamiento de otros 

componentes del anillo como Fic1 o Rgf3, un GEF activador de la GTPasa Rho1 (Ren et 

al., 2015). Por otra parte, se ha descrito que otros componentes del anillo, como la 

miosina Myo2 o Rlc1, necesitan ser desfosforilados para completar la contracción del 

anillo (Loo and Balasubramanian, 2008; Sladewski et al., 2009). Por ello, nos 

propusimos realizar una búsqueda de otros sustratos de la calcineurina. En primer 

lugar, se realizó un ensayo de proteómica para identificar las proteínas que 

interaccionan más con la fosfatasa cuando esta se localiza en el CAR. Para ello se utilizó 

una cepa ppb1 pxl1 que expresaba una proteína quimérica que expresa la 

subunidad catalítica de la calcineurina fusionada con el dominio N-terminal de la 

paxilina (aminoácidos 1-257) (N-pxl1-ppb1) que hace que la fosfatasa se localice en el 

CAR. Esta proteína quimérica está marcada con la proteína fluorescente verde (GFP) en 

su extremo N-terminal y expresada bajo el control del promotor y el terminador de la 

paxilina que se hace que se expresa únicamente durante la citocinesis (Figura 43). Se 

obtuvieron extractos proteicos de las cepas que expresaban la proteína quimera en 

presencia y ausencia de Cnb1 y se inmunoprecipitó esta proteína junto con todas las 

proteínas que interaccionaban con ella. En la cepa cnb1Δ la proteína GFP-N-pxl1-ppb1 

está en el CAR, pero no es activa porque carece de la subunidad reguladora Cnb1. Es, 

por tanto, un control negativo más específico que la cepa silvestre. Estos extractos se 

Figura 42. La localización de Fic1 en el CAR disminuye en ausencia de la calcineurina. (A) Microscopía 

de fluorescencia de una cepa silvestre y otra ppb1Δ que expresan de forma endógena Fic1 fusionada con 

la proteína fluorescente verde (Fic1-GFP). Células incubadas a 28°C en medio YES (PPG11624 y 

PPG15231). Las flechas blancas indican la disminución en la localización de Fic1-GFP (B) Western blot de 

extractos de una cepa silvestre y las cepas que expresan Fic1-GFP y que poseen o no el gen de la 

subunidad catalítica de la calcineurina ppb1+ en un cultivo asincrónico (PPG04939, PPG11624 y 

PPG15231). Los extractos celulares fueron analizados utilizando anticuerpos anti-GFP y la actina fue 

utilizada como control de carga. 
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enviaron al servicio de proteómica del Instituto Curie para su análisis mediante 

espectrometría de masas. Este ensayo de proteómica identificó diferentes proteínas: 

componentes del anillo, miosinas, reguladores de GTPasas, glucán-sintasas y quinasas 

que interaccionaban con la calcineurina activa y podrían ser sustratos de esta fosfatasa 

(Tabla 1).  

 

Proteínas enriquecidas en el inmunoprecipitado de GFP-N-
Pxl1-Ppb1 en presencia de Cnb1 

Número de la proteína 

Cdc15 Q09822 

Bgs4 O74475 

Rng2 O14188 

Pxl1 O74398 

Kin1 P22987 

Gef2 Q09733 

Spa2 O14248 

Rgf3 Q9Y7U5 

Bgs3 Q9P377 

Myo2 Q9USI6 

Bgs1 Q10287 

Ags1 Q9USK8 

 

Las proteínas identificadas en este ensayo son susceptibles de ser sustratos de la 

calcineurina en el anillo, por lo que se estudió el estado de fosforilación y la 

localización de algunas de ellas como Ags1, Myo2 o Rng2 (apartados 3.4, 3.5 y 3.6). 

Simultáneamente se realizaron ensayos similares con otras proteínas no detectadas 

mediante proteómica pero que por sus características y/o función podrían ser 

desfosforiladas por la calcineurina (Pom1, Rga7, Cdc12 y diferentes componentes de la 

Figura 43.- Esquema de la proteína quimera GFP-N-pxl1-ppb1. Esta proteína posee fusionado el gen de 

la subunidad catalítica de la calcineurina fusionada con el dominio N-terminal de la paxilina y la proteína 

fluorescente verde GFP bajo el control del promotor de la paxilina (Martín-García et al., 2018). 

Tabla 1. Proteínas que aumentan su interacción con la calcineurina cuando esta se localiza en el anillo. 

Análisis de proteómica de las cepas silvestre y cnb1Δ que expresan la proteína quimérica para identificar 

las proteínas que aumentan su interacción con la calcineurina cuando esta se encuentra en el CAR y se 

encuentra activa. En la columna de la derecha se muestra el número de entrada de UniProt. 
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ruta SIN). Para su estudio se realizaron ensayos de fosfoproteómica, Western blot y 

microscopía de fluorescencia tanto para la detección de cambios en su fosforilación 

como para observar su localización en células carentes de calcineurina. Todos estos 

estudios, que se presentan a continuación, son preliminares y se han realizado con el 

fin de profundizar en un futuro en la caracterización funcional de los posibles sustratos 

y su regulación por la calcineurina. 

 

3.2    Pom1 podría ser un sustrato de la calcineurina 

En las células tratadas con FK506, Cdc15 se encuentra hiperfosforilada durante la fase 

G2 y se ha descrito que la quinasa Pom1 es capaz de fosforilar a Cdc15 en varios sitios 

de su extremo C-terminal (Lee et al., 2018). Por ello, consideramos que esta quinasa 

también podría ser responsable del estado hiperfosforilado de Cdc15 en ausencia de la 

calcineurina y podría ser ella misma un sustrato de esta fosfatasa. Se analizó la 

movilidad electroforética de Pom1 mediante Western blot en la cepa silvestre y ppb1Δ 

que expresaban Pom1 marcada con GFP (Pom1-GFP). Se observó en cultivos 

asincrónicos que en la cepa con la deleción del gen de la subunidad catalítica de la 

calcineurina la banda correspondiente a Pom1 migra a mayor altura (Figura 44A). Esto 

podría deberse a un aumento en la fosforilación de esta quinasa, que podría ser un 

posible sustrato de la calcineurina. Estudiamos también si la calcineurina tenía algún 

efecto en la localización celular de Pom1 en cultivos asincrónicos de una cepa silvestre y 

otra ppb1Δ (Figura 44B y 44C). En la cepa silvestre Pom1 se localizó en los polos 

celulares y ligeramente en la zona de división cuando el septo se está formando, como 

ya se ha descrito (Bähler and Pringle, 1998). En la cepa mutante ppb1Δ esta proteína 

seguía localizándose tanto en los polos como en la zona de división, aunque se produce 

un aumento significativo de la intensidad de fluorescencia en esta zona (pvalue 

<0,0001). 
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3.3    Rga7 se encuentra más fosforilada en ausencia de Ppb1 

Rga7 es una proteína con actividad GAP sobre la GTPasa Rho2, además, al igual que Cdc15 

e Imp2, posee un dominio F-BAR. Rga7 se localiza en los polos y en la zona de división y es 

necesaria para prevenir la fragmentación del anillo de actomiosina y la formación 

incorrecta del septo de división (Martín-García et al., 2014). La deleción de Rga7 presenta 

letalidad sintética con pxl1+ (Martín-García et al., 2014) y al igual que Cdc15, Rga7 es 

fosforilada por Pom1 (Kettenbach et al., 2015). Por estos motivos consideramos que Rga7 

podría ser sustrato de la calcineurina. Primero comprobamos la movilidad electroforética 

de esta proteína en las cepas silvestre y ppb1 que poseían Rga7 marcada con GFP (Rga7-

GFP). La proteína Rga7 de los extractos de la cepa ppb1 migró en una zona más alta en el 

gel, lo que podría deberse a que está más fosforilada (Figura 45A) y por tanto podría ser 

un sustrato de la calcineurina en el CAR. En la cepa silvestre, Rga7 se localiza en los polos 

celulares y en la zona del  anillo de división (Martín-García et al., 2014). Al analizar si la 

localización de Rga7 se modificaba en la cepa mutante ppb1Δ respecto a la cepa silvestre 

se comprobó que esta proteína seguía localizándose correctamente en los polos y en el 

Figura 44.- Pom1 podría ser un sustrato de la calcineurina en el CAR. (A) Western blot de extractos 

celulares de las cepas silvestre y ppb1Δ que expresan Pom1-GFP (PPG02543, PPG15209 y PPG04939). Los 

extractos celulares se analizaron en geles de poliacrilamida al 6%, fueron revelados con anticuerpos anti-GFP 

y la actina fue utilizada como control de carga. (B) Microscopía de fluorescencia de las cepas anteriores 

incubadas a 28°C en medio YES. Las flechas blancas y los asteriscos indican el aumento en la localización de 

Pom1-GFP en los diferentes estadios de la formación del septo. (C) Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia en el CAR.  
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CAR. Se observó también una ligera disminución en la intensidad de fluorescencia de Rga7, 

aunque no de forma significativa (pvalue= 0,122) (Figura 45B y 45C). 

 

Puesto que Rga7 podría ser un sustrato de la calcineurina realizamos un análisis de 

fosfoproteómica con el fin de encontrar los sitios putativos de desfosforilación de Rga7 

dependientes de calcineurina. Se obtuvieron extractos proteicos por triplicado de las 

cepas silvestre y ppb1 que poseían Rga7 marcada en su extremo C-terminal con GFP 

(Rga7-GFP). A partir de estos extractos se inmunoprecipitó Rga7-GFP mediante el uso 

de un imán y bolas magnéticas que se unen a la proteína fluorescente verde. Las 

proteínas inmunoprecipitadas se analizaron mediante espectrometría de masas para 

Figura 45. Rga7 podría ser un sustrato de la calcineurina en el CAR. (A) Western blot de extractos 
celulares de las cepas silvestre o ppb1Δ que expresan Rga7-GFP (PPG04939, PPG09936 y PPG15251). Los 
extractos celulares se analizaron en geles de poliacrilamida al 8% y fueron revelados con anticuerpos anti-
GFP y la actina fue utilizada como control de carga. (B) Microscopía de fluorescencia de las cepas 
anteriores incubadas a 28°C en medio YES. (C) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia. 
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identificar las diferencias de fosforilación de Rga7 en ambas cepas. Este análisis se 

realizó durante la estancia predoctoral en el servicio de proteómica y metabolómica 

Glasgow Polyomics en el Centro Wolfson Wohl Cancer Research. Se han descrito 

previamente varios sitios de fosforilación en Rga7 mediados por Pom1 en una región 

próxima al dominio GAP comprendida entre los aminoácidos 482 y 500 de la proteína 

(Kettenbach et al., 2015).  

Nuestro análisis de fosfoproteómica identificó dos secuencias peptídicas con sitios 

putativos de fosforilación en Rga7. Una de ellas incluía los sitios fosforilables por Pom1 

previamente descritos, mientras que la segunda se encontraba precediendo a la 

anterior y presentaba 3 nuevos sitios de fosforilación (residuos S475, S478 y S479) que 

no habían sido identificados previamente (Figura 46). En este análisis también se 

cuantificó la abundancia relativa en la que estas secuencias peptídicas se encontraban 

fosforiladas en ambas cepas para comprobar si la diferencia de fosforilación entre ellas 

era significativa. Para ello los extractos se marcaron con tandem mass tag (TMT), unos 

marcadores isobáricos de masas que permiten la cuantificación de la abundancia de los 

péptidos fosforilados en diferentes muestras de forma simultánea utilizando 

espectrometría de masas. A partir de estos datos se calculó la proporción entre la 

abundancia de las secuencias fosforiladas de la cepa ppb1 y de la cepa silvestre. De 

esta forma, valores superiores a 1 indican que ese péptido se encuentra más fosforilado 

en la cepa que no posee la subunidad catalítica de la fosfatasa. Los resultados de los 

tres experimentos muestran para ambas secuencias peptídicas valores superiores a 1, 

por lo que se confirma que, en ausencia de Ppb1, Rga7 se encuentra más fosforilada en 

esos aminoácidos y podría ser sustrato de la calcineurina. 

 

Rga7 forma un complejo con la proteína Rng10, siendo la localización de ambas 

interdependiente. Rng10 se localiza en la membrana plasmática tanto de los polos 

como de la zona de división celular provocando su deleción un ligero aumento de la 

Figura 46.- Sitios de fosforilación de Rga7 y abundancia de la secuencia peptídica fosforilada. Los 

residuos marcados en rojo indican los sitios de desfosforilación afectados por la presencia o ausencia de 

calcineurina. La ratio indica la proporción entre la abundancia de la secuencia peptídica fosforilada en la 

cepa ppb1 y la cepa silvestre que expresan Rga7-GFP (PPG09936 y PPG15251). Valores superiores a 1 

indican que el péptido fosforilado es más abundante en la cepa ppb1. 
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septación (Liu et al., 2016). Se ha propuesto que el complejo Rga7-Rng10 está 

implicado en la formación correcta del septo, regulando la dinámica y la localización de 

las glucán-sintasas en la pared celular (Liu et al., 2016). En el ensayo de 

fosfoproteómica realizado anteriormente Rng10 coinmunoprecipitó con Rga7-GFP, por 

lo que también se pudieron identificar sitios de fosforilación presentes en esta 

proteína además de cuantificar la abundancia de las secuencias fosforiladas y calcular 

la proporción entre la cepa silvestre y ppb1 (Figura 47). El análisis únicamente 

identificó una secuencia con dos sitios de fosforilación (residuos S618 y S620) 

obteniendo una ratio superior a 1 en todos los experimentos, por lo que concluimos 

que Rng10 también se encuentra más fosforilada en ausencia de calcineurina y puede 

ser un sustrato de esta. 

 

3.4    La α-glucán-sintasa Ags1 no presenta cambios en su estado de fosforilación 

en ausencia de Ppb1  

La eliminación de la glucán-sintasa Bgs1 en cepas que no expresan el gen pxl1+ y por 

tanto no localizan la calcineurina en el anillo, provoca la deslocalización de la α-glucán-

sintasa Ags1 de la zona de división (Cortés et al., 2015). Esto indica que Pxl1 coopera 

con Bgs1 para concentrar esta sintasa que participan en la elaboración del septo. Por 

ello nos planteamos ver si la calcineurina desfosforilaba a Ags1 colaborando así con 

Bgs1 en su localización. Se realizaron análisis de la proteína en cultivos asincrónicos 

mediante Western blot para detectar cambios en la movilidad electroforética de Ags1 

que pudieran indicar que se encontraba más fosforilada en cepas que carecen de la 

proteína Ppb1. Se utilizaron cepas que expresaban el gen codificante de Ags1 fusionada 

con GFP (Ags1-GFP) y que poseían o no la deleción del gen ppb1+. En estas condiciones 

de ensayo no se apreciaron diferencias en el patrón de migración de Ags1 entre ambas 

cepas (Figura 48A). Sin embargo, dado que la proteína posee varios sitios putativos de 

unión a calcineurina PxIxIT y que su gran tamaño podría impedir apreciar las diferencias 

en su movilidad electroforética debidas a la fosforilación mediante Western blot, se 

decidió realizar un análisis de fosfoproteómica de esta proteína. Para ello, se 

obtuvieron extractos proteicos por triplicado de cultivos de las cepas silvestre control y 

Figura 47.- Sitios de fosforilación de Rng10. Los residuos marcados en rojo indican los sitos putativos de 

fosforilación. La ratio indica la proporción de la abundancia de la secuencia peptídica fosforilada en la 

cepa ppb1 respecto a la cepa silvestre. Valores superiores a 1 indican que el péptido fosforilado es más 

abundante en la cepa ppb1.  
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ppb1 y se realizó una inmunoprecipitación de Ags1-GFP utilizando nuevamente un 

imán y bolas magnéticas que se unen a GFP. Posteriormente se analizaron los 

inmuprecipitados mediante espectrometría de masas en el servicio de proteómica y 

metabolómica Glasgow Polyomics para identificar sitios putativos de fosforilación en 

Ags1 e identificar diferencias en el estado de fosforilación de estos mediante tandem 

mass tag (TMT). El análisis identificó dos secuencias entre los aminoácidos 1.643-1.658 

y 1.805-1.827 con varios residuos de serina o treonina susceptibles de fosforilación 

(Figura 48B). Sin embargo, la abundancia de estas secuencias fosforiladas en ambas 

cepas resultó ser muy baja, por lo que no se pudo cuantificar. Estos resultados indican 

que Ags1 se encuentra principalmente desfosforilada en citocinesis y su estado no varía 

en ausencia de la calcineurina. Por tanto, Ags1 no parece ser un sustrato de la 

calcineurina en el CAR. 

 

 

 

 

En la cepa pxl1 en la que expresión de la -glucán-sintasa se encuentra reprimida, 

Ags1 se deslocaliza de la zona de división concentrándose en el citoplasma y a lo largo 

de la membrana (Cortés et al., 2015). Además, el tratamiento con el inhibidor de la 

calcineurina FK506 en células en las que la expresión de Bgs1 se encuentra disminuida 

Ags1 también se deslocaliza de la zona de división (Martín-García et al., 2018). Por 

tanto, la actividad de la calcineurina en el CAR podría favorecer de forma indirecta la 

localización de Ags1 en la zona de división. Por ello, estudiamos la localización de Ags1 

en cultivos asincrónicos de una cepa silvestre y otra que carece del gen ppb1+. En una 

cepa silvestre Ags1 se localizó en las zonas de crecimiento de la pared celular como los 

polos celulares y el septo (Figura 49), tal y como se ha descrito previamente (Cortés et 

Figura 48.- Ags1 no es un sustrato de la calcineurina. (A) Western blot de extractos celulares de la cepa 

silvestre o ppb1Δ que expresan Ags1-GFP en un cultivo asincrónico (PPG11363, PPG15517 y PPG04939). 

Los extractos celulares se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% y fueron analizados con anticuerpos 

anti-GFP. La actina fue utilizada como control de carga. (B) Secuencias peptídicas fosforilables de la 

proteína Ags1, los sitios putativos de fosforilación se encuentran marcados en rojo. 
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al., 2012; Konomi et al., 2003). En la cepa ppb1Δ, Ags1 mantenía la misma localización y 

presentaba un leve aumento, no significativo, de intensidad en el CAR (pvalue= 0,092), 

por lo que su localización en la zona de división no depende de la calcineurina. 

 

3.5    Las miosinas no parecen ser un sustrato de la calcineurina y su interacción 

con la paxilina no es dependiente de esta fosfatasa 

En S. pombe las miosinas de clase II se encuentran formando hexámeros compuestos 

por dos cadenas pesadas (Myo2 o Myp2) (Bezanilla et al., 1997; Kitayama et al., 1997) 

y cuatro cadenas ligeras: dos cadenas ligeras esenciales, Cdc4, y dos cadenas ligeras 

reguladoras, Rlc1 (Le Goff et al., 2000; McCollum et al., 1995). Se han propuesto 

diferentes sitios de fosforilación en las cadenas de las miosinas que podrían regular la 

actividad de la miosina II tanto en la formación del CAR como en su contracción. Uno de 

ellos se localiza en la serina 1.444 de la cadena pesada Myo2 y se ha implicado en el 

inicio de la contracción del anillo (Sladewski et al., 2009). También se ha observado que 

los residuos de serina en las posiciones 35 y 36 (S35 y S36) de la cadena ligera 

reguladora Rlc1 son fosforilados por la quinasa Pak1/Shk1/Orb2 de la familia Pak. La 

fosforilación de estos aminoácidos produce retrasos en la citocinesis mientras que en 

los mutantes no fosforilables en estos aminoácidos se produce una constricción del 

anillo prematura (Loo and Balasubramanian, 2008). Sin embargo, todavía no está claro 

Figura 49.- Localización de Ags1 en el anillo de actomiosina. (A) Microscopía de fluorescencia de una 
cepa silvestre y otra ppb1Δ que expresan de forma endógena Ags1-GFP incubadas a 28°C en medio YES 
(PPG04363 y PPG15517). (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de las cepas anteriores. 
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cómo la fosforilación o desfosforilación de estos aminoácidos afecta a la actividad 

ATPasa, a la movilidad de Myo2 y a su afinidad por la actina (Pollard et al., 2017; 

Sladewski et al., 2009). La cepa mutante pxl1Δ presenta anillos de actomiosina 

aberrantes y en ocasiones dobles. Además, hay un incremento en el porcentaje de 

células en septación debido a un aumento del tiempo de contracción del CAR, al igual 

que se observa en un mutante fosfomimético (S35D y S36D) de rlc1+ (Pinar et al., 2008). 

Este fenotipo podría ser debido a la falta de desfosforilación de las miosinas durante la 

contracción del anillo provocada por la ausencia de calcineurina. Para comprobar esto 

se realizaron ensayos de Western blot en cepas con o sin calcineurina que llevaban las 

diferentes cadenas de las miosinas (Myo2, Myp2, Cdc4 y Rlc1) marcadas con GFP 

(Figura 50). Sin embargo, cuando se analizó su movilidad electroforética no se 

apreciaron cambios que pudieran indicar una hiperfosforilación dependiente de la 

ausencia de calcineurina, por lo que las cadenas de miosina II no parecen ser un 

sustrato de la calcineurina.  

 

Se ha descrito la interacción física entre la paxilina y las cadenas pesada y ligera reguladora 

de las miosinas de clase II, Myo2 y Rlc1 respectivamente, que forman el anillo de 

actomiosina (Pinar et al., 2008). Por ello, aunque no se apreciaron diferencias de movilidad 

Figura 50.- La movilidad electroforética de las cadenas de las miosinas no cambia en ausencia de la 

subunidad catalítica calcineurina. Western blot de extractos celulares de las cepas silvestre o ppb1Δ que 

expresan las diferentes cadenas de las miosinas marcadas con GFP en un cultivo asincrónico (PPG06875, 

PPG15253, PPG09627, PPG15249, PPG04132, PPG15503, PPG02619, PPG15217 y PPG04939). Los 

extractos celulares se analizaron en un gel de poliacrilamida al 6% para las cadenas pesadas Myo2 y Myp2 

y al 10% en el caso de las cadenas ligeras Cdc4 y Rlc1, y se revelaron con anticuerpos anti-GFP. La actina 

fue utilizada como control de carga. 
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electroforética, consideramos la posibilidad de que la calcineurina pudiera desfosforilar a 

las miosinas en uno o dos residuos e influir en su interacción con el resto de los 

componentes del CAR como la paxilina o la actina. Esta pérdida de interacción podría 

provocar la formación de anillos aberrantes y anillos dobles observados en la cepa ppb1. 

Realizamos ensayos de pull down utilizando GST-Pxl1 y GST recombinante producidas en 

bacterias y unidas a bolas de glutatión-sefarosa. Estas bolas se incubaron con extractos de 

células de una cepa silvestre y otra ppb1 que expresaban Rlc1-GFP. El resultado 

obtenido nos demostró que la interacción entre Pxl1 y Rlc1 es independiente de la 

presencia o ausencia de la subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1 en el CAR (Figura 

51A). Además, tampoco se observó un aumento de la interacción entre Pxl1 y Rlc1 en 

ausencia de calcineurina, por lo que esta fosfatasa y Rlc1 no parecen competir por el sitio 

de unión a la Paxilina. Tampoco se observó un cambio en la localización de las miosinas en 

el CAR, aunque si se observaron unas ligeras diferencias, no significativas, en la intensidad 

de estas proteínas (Myo2 pvalue= 0,159, Myp2 pvalue= 0,652) (Figura 51B y 52C). Estos 

resultados en conjunto nos indican que la calcineurina no afecta a la interacción de la 

miosina tipo II con Pxl1.  
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3.6    Rng2 no parece ser un sustrato de la calcineurina  

Rng2 es una de las primeras proteínas que se localiza en la zona de división y en el CAR 

actúa como adaptadora y favorece la localización de  otras proteínas como Myo2 o 

Rlc1 (Laporte et al., 2011). Además, posee varios dominios IQ con los que es capaz de 

interaccionar con la cadena ligera de las miosinas Cdc4 (D’souza et al., 2001).  La 

deleción de los dominios IQ de Rng2 provoca la deslocalización de Bgs1, lo que sugiere 

que también podría interaccionar con esta proteína para mantener su localización 

(Johnson et al., 2012). Por todo esto se analizó si el estado de fosforilación de Rng2 

cambiaba en ausencia de la subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1. Se realizaron 

ensayos de Western blot a partir de extractos de una cepa silvestre y otra cepa ppb1Δ 

que expresaban YFP-Rng2. No se observaron diferencias de movilidad electroforética 

en esta proteína, por lo que Rng2 no parecería ser un sustrato de la calcineurina en el 

CAR (Figura 52A). Se estudió también la localización de Rng2 en estas mismas cepas y 

tampoco se observaron diferencias significativas en la intensidad de la señal en el CAR 

(pvalue= 0,616) (Figura 52B).  

 

 

 

 

Figura 51.- Pxl1 interacciona con Rlc1 independientemente de la subunidad catalítica Ppb1 y no varía 

su localización en ausencia de calcineurina. (A) Ensayo de pull down con extractos de cepas que 

expresan la proteína Rlc1-GFP bajo su propio promotor y que además poseen o carecen de la subunidad 

catalítica Ppb1 (PPG02619 y PPG15217). Los extractos de las cepas se incubaron con bolas de glutatión 

sefarosa que llevan unido GST-Pxl1 o GST recombinante producido en bacterias. Los precipitados y los 

extractos celulares fueron analizados con anticuerpos anti-GST y anti-GFP. (B) Microscopía de 

fluorescencia de una cepa silvestre y otra ppb1Δ que expresan de forma endógena Myo2 o Myp2 

fusionadas con la proteína fluorescente verde (GFP-Myo2 y Myp2-GFP) incubadas a 28°C en medio YES 

(PPG06875, PPG15253, PPG09627 y PPG15249). (C) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de 

las cepas anteriores. 
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3.7    Cdc12 no parece ser un sustrato de la calcineurina   

Cdc12 se localiza en la zona de división después de Rng2 o Myo2 y es la formina 

encargada de la nucleación de los filamentos de actina para la formación del anillo 

contráctil. Cdc12 es una fosfoproteína y su fosforilación por la quinasa de la ruta SIN, 

Sid2, afecta a su capacidad de multimerizar e impide su función de agrupar filamentos 

de actina durante la contracción del anillo (Bohnert et al., 2013). Cdc12 también es 

fosforilada por la quinasa Cdk1 en su extremo N-terminal y esto disminuye su 

localización en el anillo e inhibe su interacción con Cdc15 (Willet et al., 2018). Se ha 

Figura 52.- Rng2 no cambia su movilidad electroforética ni su localización en ausencia de la subunidad 
catalítica de la calcineurina. (A) Western blot de extractos celulares de las cepas silvestre y ppb1Δ que 
expresan YFP-Rng2 (PPG03753, PPG15247 y PPG04939). Los extractos celulares se analizaron en un gel de 
poliacrilamida al 6% y fueron revelados con anticuerpos anti-GFP. La actina fue utilizada como control de 
carga. (B) Microscopía de fluorescencia de las cepas anteriores incubadas a 28°C en medio YES. (C) 
Cuantificación de la intensidad de fluorescencia.  
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descrito que a lo largo de la citocinesis Cdc12 cambia su estado de fosforilación, estos 

cambios podrían regular tanto la formación del anillo como su contracción. La 

calcineurina podría ser una de las fosfatasas que desfosforila a Cdc12, permitiéndole 

multimerizar y unirse a Cdc15 formando los filamentos de actina durante la contracción 

del anillo. Para comprobar si esto era así se analizó el estado de fosforilación de Cdc12 

en una cepa silvestre, en ppb1Δ y en pxl1Δ mediante Western blot. Estas cepas 

expresaban Cdc12 fusionada con GFP en su extremo N-terminal (GFP-Cdc12) (Figura 

53A). No se observaron diferencias en la movilidad electroforética de esta proteína 

entre la cepa silvestre y ppb1Δ. Sorprendentemente, Cdc12 migró en una posición más 

elevada en la cepa que no expresaba pxl1+, lo que podría indicar que se encontraba 

más fosforilada. Estos resultados sugieren que la paxilina podría estar reclutando al 

CAR a otra fosfatasa diferente de la calcineurina que estaría implicada en desfosforilar 

a Cdc12 para mantener la estructura correcta del anillo y regular su contracción. 

También se analizó la localización de Cdc12 en el anillo en las cepas anteriores (Figura 

53B). En ninguna de las cepas se observó un cambio en la localización de Cdc12, 

aunque esta formina se localizaba con mayor intensidad en la cepa pxl1 (pvalue= 

0,0034), al contrario de la cepa ppb1Δ donde la diferencia de intensidad respecto a la 

cepa silvestre no resultó significativa (pvalue= 0,263) (Figura 53C). 
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3.8    Los componentes de la ruta SIN Spg1, Cdc7 y Sid2 no parecen ser un sustrato 

de la calcineurina  

La ruta SIN está regulada por varias fosfatasas como el complejo PP2A (Jiang and 

Hallberg, 2001; Lahoz et al., 2010), Clp1 (Trautmann et al., 2001) y, quizás, la 

calcineurina (Lu et al., 2002). La pérdida de función de la calcineurina agrava el 

fenotipo de las células en las que la ruta SIN se encuentra comprometida y la 

sobrexpresión de la calcineurina corrige el fenotipo de la deleción de algunos de sus 

componentes, como Cdc7, por lo que esta fosfatasa promueve la activación de la ruta 

SIN (Lu et al., 2002; Simanis, 2015). La GTPasa Spg1 es la encargada de iniciar esta ruta 

(Schmidt et al., 1997) y activa a Cdc7, la primera quinasa de la ruta (Fankhauser and 

Simanis, 1994; Mehta and Gould, 2006). Cdc7 continua la señalización que provoca 

finalmente la activación de la quinasa Sid2 que induce la formación del septo (Hou et 

al., 2004, 2000; Salimova et al., 2000). Se realizó un análisis del estado de fosforilación 

de Spg1, Cdc7 y Sid2 mediante Western blot de cepas que expresaban una de estas 

proteínas marcada con GFP (Spg1-GFP, Cdc7-GFP y Sid2-GFP). No se observaron 

diferencias en la movilidad electroforética de ninguno de estos componentes de la ruta 

SIN en presencia o ausencia de Ppb1, por lo que la calcineurina no parecería activar la 

ruta SIN a través de ellos (Figura 54A). La localización de Spg1, Cdc7 y Sid2 en el cuerpo 

polar del huso mitótico (spindle pole body, SPB) o en el CAR a lo largo de la citocinesis 

tampoco varió en las cepas que poseían la deleción del gen ppb1+ (Figura 54B). Sin 

embargo, sí se pudo observar un aumento de la intensidad de la fluorescencia de Spg1 

y Cdc7 (pvalue= 0,014 y 0,016 respectivamente) en el SPB mientras que la intensidad 

de la señal de Sid2 en el CAR disminuía en ausencia de la fosfatasa (pvalue < 0,001) 

(Figura 54C).  

Figura 53.- Cdc12 cambia su movilidad electroforética y se localiza con mayor intensidad en la cepa 

pxl1Δ, pero no en ppb1Δ. (A) Western blot de extractos celulares de las cepas silvestre, ppb1Δ y pxl1Δ que 

expresan GFP-Cdc12 (PPG02505, PPG15219, PPG15221 y PPG04939). Los extractos celulares se 

analizaron en geles de poliacrilamida al 6% y fueron revelados con anticuerpos anti-GFP. La actina fue 

utilizada como control de carga. Las flechas blancas indican un aumento de intensidad de Cdc12-GFP en 

ausencia de paxilina. (B) Microscopía de fluorescencia de las cepas anteriores incubadas a 28°C en medio 

YES. (C) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia. 
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Figura 54.- Los componentes de la ruta SIN Spg1, Cdc7 y Sid2 no cambian su movilidad electroforética, 

aunque sí modifican su intensidad en la cepa ppb1Δ. (A) Western blot de extractos celulares de las 

cepas silvestre o ppb1Δ que expresan distintos componentes de la ruta SIN marcados con GFP en su 

extremo C-terminal (PPG08815, PPG15758, PPG08814, PPG15279, PPG15754, PPG15755 y PPG04939). 

Los extractos celulares se analizaron en geles de poliacrilamida al 10% para Spg1, al 8% para Sid2 y al 6% 

para Cdc7, que fueron revelados con anticuerpos anti-GFP. La actina fue utilizada como control de carga. 

(B) Microscopía de fluorescencia de las cepas anteriores incubadas a 28°C en medio YES. Las flechas 

blancas indican un ligero aumento de intensidad de Spg1-GFP y Cdc7-GFP en el SPB. Los asteriscos 

blancos indican una disminución de Sid2-GFP en el CAR. (C) Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia. 
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CAPÍTULO 2: LA CALMODULINA SE LOCALIZA EN EL ANILLO Y EN LA 

MEMBRANA PLASMÁTICA DE LA ZONA DE DIVISIÓN E INTERACCIONA 

CON RHO1 

1. La calmodulina mantiene su localización en la membrana de la zona de división 

en ausencia de la paxilina o la calcineurina 

La calcineurina necesita unirse a la calmodulina para estar activa (Li et al., 2011). Esta 

proteína se denomina Cam1 en S. pombe y se localiza en la membrana de las zonas de 

crecimiento celular (polos y zona de división) y en el cuerpo polar del huso mitótico 

(SPB) (Moser et al., 1997). Además, Cam1 forma parte del anillo de actomiosina 

interaccionando con alguno de sus componentes como Rng2  (Eng et al., 1998). En S. 

cerevisiae se ha descrito que la calmodulina participa en el proceso de endocitosis en 

los polos celulares (Myers et al., 2016), sin embargo, apenas se ha estudiado su papel 

en la citocinesis. La calmodulina se ha descrito como una proteína adaptadora capaz 

de unirse a dos proteínas de forma simultánea favoreciendo la interacción entre ellas, 

por lo que podría ejercer de enlance entre la calcineurina, a la cual activa, y sus 

sustratos en el anillo o el septo. Por ello se consideró interesante estudiar el papel que 

la calmodulina desempeña durante citocinesis regulando a la calcineurina. En primer 

lugar, se estudió la localización de Cam1 fusionada con GFP (Cam1-GFP) en células que 

carecían de Pxl1 o Ppb1 (Figura 55). La calmodulina mantuvo su localización y no se 

observaron diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia en las cepas 

ppb1Δ y pxl1Δ respecto a la de células silvestres (pvalue= 0,233 y pvalue= 0,156 

respectivamente). Esto nos indica que la localización de Cam1 en la zona de división no 

depende de la calcineurina.  
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A continuación, se analizó si distintos niveles de calmodulina producían algún efecto 

sobre el CAR y/o en la citocinesis. En S. pombe el gen codificante para la calmodulina, 

cam1+, es esencial para el crecimiento vegetativo (Takeda and Yamamoto, 1987). Por 

tanto, no es posible realizar su deleción para estudiar su papel durante la citocinesis 

así que recurrimos al uso del inhibidor específico de la calmodulina W7. Este 

compuesto se ha caracterizado como el principal antagonista de la calmodulina sin 

alterar la endocitosis en la célula (Hunziker, 1994; Jaumouillé et al., 2011). Se 

cultivaron células silvestres que expresaban la paxilina marcada en su extremo N-

terminal (GFP-Pxl1) y se trataron con el inhibidor W7 a una concentración de 100 M 

durante 1 hora (Figura 56). La paxilina se localizaba en el CAR y este no presentaba 

defectos aparentes en su formación o en su contracción, aunque la intensidad de la 

señal de paxilina en el anillo estaba disminuida de manera similar a lo que ocurre 

cuando no hay calcineurina en la célula (pvalue= 0,007). Esto se debe probablemente a 

que la calcineurina necesita calmodulina para estar activa y así localizarse en la zona de 

división y como se ha mencionado anteriormente, la calcineurina es necesaria para la 

acumulación de la paxilina en el anillo. Tampoco se observaron defectos dramáticos en 

la septación, sin embargo, se detectó que se producía lisis en algunas células cuando 

comenzaban a dividirse.  

Figura 55.- Cam1 se localiza en la zona de división de forma independiente de paxilina o calcineurina. 

(A) Microscopía de fluorescencia de las cepas: silvestre, pxl1Δ y ppb1Δ que expresan Cam1-GFP.Células 

incubadas a 28°C en medio YES (PPG14653, PPG14913 y 14916). Las flechas blancas indican el 

mantenimiento de la localización de Cam1-GFP. (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de 

las cepas anteriores.  
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2. La calmodulina interacciona con la GTPasa Rho1 

2.1    La sobreexpresión de Cam1 suprime parcialmente el fenotipo de 

termosensibilidad del mutante rho1-596 

El tratamiento con el inhibidor de la calmodulina W7 produce un fenotipo de lisis 

similar al que se observa en los mutantes de la GTPasa Rho1 en los que su 

funcionalidad se encuentra comprometida como en las cepas con el alelo rho1-596 o el 

alelo dominante negativo rho1T20N. En ambos casos la actividad β-glucán-sintasa 

disminuye y las células se lisan durante la separación celular, al finalizar el proceso de 

citocinesis (Arellano et al., 1997; Viana et al., 2013). Por tanto, se pensó que la 

calmodulina podría actuar como proteína adaptadora en la vía de señalización de la 

GTPasa Rho1 que activa a las β-glucán-sintasas Bgs1 y Bgs4. Para comprobar esta 

hipótesis se transformó la cepa mutante rho1-596 con el vector de sobreexpresión 

pREP1-cam1+. Esta cepa se cultivó a la temperatura restrictiva de 34°C en la que la 

funcionalidad de Rho1-596 está comprometida y se vio que la sobreexpresión de Cam1 

suprimía parcialmente el fenotipo de termosensibilidad de la cepa rho1-596 (Figura 

57A). Además, también suprimía parcialmente el fenotipo de sensibilidad a MgCl2 que 

tiene la cepa rho1-596 (Figura 57B). Esto sugiere que Cam1 podría estar modulando la 

Figura 56.- (A) Microscopía de fluorescencia de una cepa GFP-Pxl1 tratada y sin tratar con el inhibidor 
W7 incubadas a 28°C en medio YES (PPG05060). Las flechas blancas indican la disminución en la 
intensidad de señal de GFP-Pxl1. (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de las cepas 
anteriores. 
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actividad y/o la estabilidad de Rho1 aunque no se sabe si este efecto es dependiente 

de la calcineurina ya que la cepa rho1-596 ppb1 es letal (Viana et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2    La calmodulina interacciona con la GTPasa Rho1 de forma independiente de 

la calcineurina y esta interacción se ve aumentada en presencia de calcio 

Puesto que la calmodulina era capaz de rescatar la termosensibilidad de la cepa rho1-

596 analizamos si Cam1 interaccionaba con Rho1 modulando de esta forma su 

actividad o actuando de proteína adaptadora entre Rho1 y sus reguladores. Para ello 

se realizó un ensayo de pull down en presencia o no de calcio utilizando las proteínas 

recombinantes GST y GST-Cam1 producidas en bacterias y unidas a bolas de glutatión-

sefarosa. Estas bolas se incubaron con extractos de cepas que tenían Rho1 marcada 

con el epítopo HA en su extremo N-terminal (HA-Rho1) en su propio locus. El resultado 

nos muestra que Cam1 interacciona con Rho1 y que la interacción se ve aumentada en 

presencia de calcio (Figura 58A). Realizamos también ensayos de pull down utilizando 

extractos de cepas que expresaban HA-Rho1 y carecían de Ppb1. Así comprobamos 

que la interacción entre Cam1 y Rho1 se mantenía en ausencia de la calcineurina 

(Figura 59B). 

 

 

Figura 57.- La sobreexpresión de Cam1 suprime parcialmente el defecto de crecimiento del mutante 

rho1-596 a 34°C y en 150 mM MgCl2. (A y B) Ensayo de crecimiento en gota de la cepa silvestre y rho1-

596 transformadas con el vector de sobreexpresión pREP1 o pREP1-cam1+ (PPG14360, PPG14354 y 

PPG14359). Las cepas se cultivaron en medio YES a 28°C hasta alcanzar densidad óptica 1, se hicieron 

diluciones seriadas 1/4 y se incubaron en placas de medio YES a diferentes temperaturas o en presencia 

de MgCl2 150 mM durante 3 días. 
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Cam1 interacciona con Rho1 de forma independiente de calcineurina y además su 

sobreexpresión suprime la termosensibilidad y la sensibilidad a MgCl2 de la cepa rho1-

596 en la que la actividad de Rho1 se encuentra comprometida. Decidimos por ello 

estudiar si la sobreexpresión de Cam1 aumentaba la cantidad de Rho1 activa, es decir, 

unida a GTP en la célula y si esa posible activación por Cam1 era dependiente de 

calcineurina. El ensayo de cuantificación de Rho1 activa (Rho1-GTP) se realizó con 

células portadoras de HA-Rho1 y transformadas con el plásmido de sobreexpresión 

pREP1-cam1+ o pREP3X vacío, tanto en cepas silvestres como ppb1. Se obtuvieron 

extractos celulares de ambas cepas y se realizaron ensayos de pull down con bolas de 

glutatión-sefarosa que llevaban unidos GST o GST-RBD. Este último es el dominio de 

unión a RhoA (RBD) de la proteína rotequina de mamíferos producido en bacterias 

unido a GST (Reid et al., 1996). Únicamente la proteína Rho1 que se encuentre activa 

es capaz de interaccionar con este dominio y precipitará junto a las bolas de glutatión-

sefarosa, permitiéndonos detectarla. En la cepa silvestre la sobreexpresión de Cam1 no 

afectó a la cantidad total de Rho1, pero sí causó un incremento de Rho1 activa. Por 

otro lado, en la cepa ppb1Δ tampoco hay variación de los niveles totales de Rho1 

respecto a la cepa silvestre y se produjo una disminución de Rho1 activa. Además, en 

ausencia de calcineurina, la sobreexpresión de calmodulina también aumentó la 

cantidad de Rho1 activa, aunque sin alcanzar los niveles de la cepa silvestre (Figura 

59). Este resultado confirma la hipótesis de que Cam1 regula la actividad de Rho1, pero 

no exclusivamente mediante la activación de la calcineurina. 

 

 

 

 

 

Figura 58.- Cam1 interacciona con Rho1. Esta interacción aumenta en presencia de calcio y es 

independiente de calcineurina. Ensayo de pull down con extractos de la cepa silvestre que expresa HA-

Rho1 en presencia o ausencia de calcio (PPG07847) (A) o con extractos de las cepas silvestre y ppb1 

que expresan HA-Rho1 (PPG07847 y PPG12279) (B). Los extractos de las cepas se incubaron con bolas de 

glutatión-sefarosa que llevan unidas GST y GST-Cam1. Los precipitados y los extractos celulares fueron 

analizados con anticuerpos anti-GST y anti-HA. 
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2.3  Identificación de un sitio putativo de unión a calmodulina en la GTPasa Rho1  

En células animales se ha descrito la interacción de la calmodulina con las GTPasas 

RalA y RalB, pertenecientes a la subfamilia Rac1 de las GTPasas Rho, a través de su 

extremo C-terminal, siendo esta interacción necesaria  para la activación de la GTPasa 

(Clough et al., 2002). Posteriormente, también en mamíferos, se describió una región 

entre los residuos 151 y 164 de la  GTPasa Rac1 implicada en la interacción con la 

calmodulina y esencial para su activación (Xu et al., 2012). Para ver si la región de 

unión a calmodulina identificada en Rac1 se encontraba conservada en Rho1 se realizó 

un análisis de alineamiento de ambas secuencias y se comprobó que esta región 

presentaba un alto grado de identidad entre las dos proteínas (Figura 60A). Esto nos 

indujo a realizar mutagénesis dirigidas para estudiar si la modificación de la zona 

putativa de unión causaba una pérdida de interacción de Rho1 con Cam1 y en 

consecuencia una reducción de su actividad. Con el objetivo de estudiar el papel de la 

calmodulina en la regulación de la GTPasa Rho1 se generaron tres nuevos mutantes de 

Rho1: rho1-CM1, rho1-CM2 y rho1-CM3, en los que la interacción entre Rho1 y Cam1 

debería encontrase disminuida. Para esto se generaron los alelos mutantes que 

poseían los residuos K156, K163 y E166, conservados entre las GTPasas Rho1 y Rac1, 

sustituídos por alanina. Para ello se reemplazó de la ORF de rho1+ de una cepa silvestre 

por las ORFs mutadas en uno de los tres aminoácidos, tal y como se explica en el 

apartado 5.8.2 de Materiales y Métodos. Así obtuvimos los alelos mutantes rho1-CM1, 

rho1-CM2 y rho1-CM3 respectivamente (Figura 60B).  

 

 

Figura 59.- La sobreexpresión de Cam1 incrementa los niveles de Rho1 activa. Ensayo de pull down con 

extractos de las cepas silvestre y ppb1 que expresan HA-Rho1 transformadas con los vectorespREP3X o 

pREP1-cam1+ (PPG14174, PPG14172, PPG14176 y PPG14177). Los extractos de las cepas se incubaron 

con las bolas de glutatión-sefarosa que llevan unidas GST o GST-RBD (dominio de unión a RhoA-GTP). Los 

precipitados y los extractos celulares fueron analizados con anticuerpos anti-HA para ver los niveles de 

Rho1 total y activa. La actina se reveló como control de carga. 
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2.4    Los mutantes de unión a calmodulina presentan algunos defectos similares 

al mutante rho1-596 donde la funcionalidad de Rho1 se encuentra 

comprometida 

Tras la obtención de las cepas mutantes se procedió a su caracterización para estudiar 

si poseían defectos similares a los de las cepas mutantes rho1-596 o rho1T20N en los 

que la funcionalidad de la GTPasa se encuentra comprometida o a los de las células 

tratadas con el inhibidor W7. El primer paso fue observar estos mutantes mediante 

microscopía óptica para detectar posibles defectos morfológicos. Las cepas con los 

alelos mutantes de Rho1 se incubaron en medio YES a 28°C y se observó que había 

algunas células lisadas (15-30 %), al igual que sucede en las células tratadas con el 

inhibidor W7 y en el mutante rho1-596.  No se observó un aumento en el porcentaje 

de células septando ni aparecían células multiseptadas (Figura 61).  

Figura 60.- Sitio putativo de interacción de la GTPasa Rho1 con calmodulina. (A) Alineamiento de las 

secuencias de las proteínas Rac1 humana y Rho1 de S. pombe mediante la utilización de CLUSTAL 

OMEGA. (B) Aminoácidos del sitio putativo de interacción donde se realizó la mutagénesis dirigida. 
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El mutante rho1-596 presenta mayor sensibilidad que la cepa silvestre a distintos 

compuestos como FK506, MgCl2, caspofungina o calcoflúor (Viana et al., 2013). Para 

ver si los mutantes de Rho1 de unión a calmodulina eran también más sensibles a 

estos compuestos, se sembraron diluciones seriadas de estos mutantes en placas de 

medio YES a las que se añadieron diferentes concentraciones de los correspondientes 

compuestos. Las tres cepas mutantes del sitio de unión a calmodulina presentaban 

hipersensibilidad a FK506, MgCl2, caspofungina y calcoflúor como el mutante rho1-596 

(Tabla 2).  

 

 

 

 

Figura 61.- Los mutantes de Rho1 de unión a calmodulina presentan lisis a 28ºC. (A) Microscopía óptica 

y de fluorescencia para estudiar el fenotipo de los mutantes rho1-CM1, rho1-CM2 y rho1-CM3 en medio 

YES a 28°C hasta alcanzar una densidad óptica de 1 (PPG12174, PPG12177 y PPG12180). Se realizó una 

tinción con calcoflúor para ver la localización del septo y la lisis celular. (B) Porcentaje de células lisadas y 

de células que poseen septo. 
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Además, el mutante rho1-CM3 presentaba criosensibilidad que ya se observaba a la 

temperatura de 25°C cuando se cultivaba en medio YES, en contraste con el mutante 

rho1-596 que es sensible a temperaturas superiores a los 32°C (Figura 62A). Esta 

criosensibilidad se suprimía al añadir pequeñas concentraciones de calcio al medio de 

cultivo (Figura 62B). Esto podría deberse a que la entrada de calcio provoca un 

aumento de la interacción de la calmodulina con Rho1 y compensaría la pérdida de 

interacción del mutante. La entrada de calcio aumenta también la actividad de la 

calcineurina que es necesaria para la supervivencia celular cuando la funcionalidad de 

Rho1 se encuentra comprometida (Viana et al., 2013). 

 

 

 

 

Figura 62.- El mutante rho1-CM3 presenta criosensibilidad que se suprime con bajas concentraciones 
de CaCl2. (A) Ensayo de crecimiento en gota de la cepa silvestre, rho1-596 y rho1-CM3 (PPG04939, 
PPG04035 y PPG12180). Las cepas se cultivaron en medio YES a 28°C hasta alcanzar densidad óptica 1, 
se hicieron diluciones seriadas 1/4 y se incubaron en placas de medio YES a diferentes temperaturas 
durante 2 días. (B) Las mismas cepas se incubaron a 25°C en presencia de CaCl2 a bajas concentraciones 
durante 5 días. 
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Como el mutante rho1-CM2 presentaba menos porcentaje de lisis que los otros 

mutantes, a partir de este punto se procedió a la caracterización únicamente de los 

mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3. La GTPasa Rho1 también está implicada en la 

regulación del citoesqueleto de actina, así, su sobreexpresión provoca una pérdida de 

la polaridad de la actina y la aparición de agregados de actina polimerizada. Por el 

contrario, cuando Rho1 no es funcional la actina se despolimeriza (Arellano et al., 

1997). Para comprobar si los mutantes de unión a calmodulina también poseen estos 

defectos se cultivaron las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 a 32°C y a la 

temperatura restrictiva de 16°C durante 1 hora. Cuando las cepas alcanzaron una 

densidad óptica adecuada las células se tiñeron con faloidina-Alexa Fluor 488 que se 

une a las estructuras que forman la actina y permite ver posibles defectos en este 

citoesqueleto (Figura 63A). Ninguno de los mutantes presentaba defectos en el 

citoesqueleto de actina a 32°C y solo el mutante rho1-CM3 a 16°C presentaba la actina 

ligeramente despolarizada. Por otra parte, para observar el estado del citoesqueleto 

de microtúbulos se expresó la proteína Atb2, una de las proteínas que conforman el 

dímero de tubulina, marcada en su extremo N-terminal bajo el control de su promotor 

(mCherry-Atb2) en las cepas mutantes. Mediante microscopía de fluorescencia no se 

observó en ninguno de los mutantes de Rho1 alteración de los microtúbulos en cuanto 

a su número o disposición en la célula incluso a la temperatura restrictiva de 16°C 

(Figura 63B). Sin embargo, cuando se realizaron ensayos de sensibilidad a carbamato 

de 2-Metil-Benzimidazol (MBC), que impide la polimerización de los microtúbulos 

(Quinlan et al., 1980) utilizando como control positivo la cepa rgf1 (Figura 63C), los 

mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 mostraron sensibilidad a MBC respecto a la cepa 

silvestre en ensayos de crecimiento en placa. 
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Se analizó también el estado del anillo de actomiosina en los mutantes de unión a 

calmodulina. Para ello se expresó en las cepas mutantes la cadena ligera reguladora de 

las miosinas Rlc1 unida a la proteína fluorescente roja td-Tomato (Rlc1-tdTomato). No 

se observó ninguna diferencia con respecto a las células silvestres en la localización de 

Rlc1 a ninguna de las temperaturas del ensayo (Figura 64). 

 

 

 

 

Figura 63.- Los mutantes de Rho1 de unión a calmodulina no presentan defectos aparentes en los 
citoesqueletos de actina y microtúbulos, aunque son sensibles a MBC. (A) Microscopía de 
fluorescencia de una cepa silvestre y de las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 cultivadas a 32°C y 
16°C (PPG04939, PPG12174 y PPG12180). Las células se tiñeron con faloidina-Alexa Fluor 488. (B) 
Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre y las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 que 
poseen la proteína Atb2 de los microtúbulos marcada con la proteína mCherry. Células cultivadas a la 
temperatura restrictiva de 16°C (PPG08038, PPG13827 y PPG13832). (C) Ensayo de crecimiento en gota 

de la cepa silvestre, rgf1, los mutantes de Rho1 de unión a calmodulina y el mutante rho1-596 
(PPG04939, PPG06036, PPG12174, PPG12177, PPG12180 y PPG04035). Las cepas se cultivaron en 
medio YES a 28°C hasta alcanzar densidad óptica 1, se hicieron diluciones seriadas 1/4 y se incubaron en 

placas de medio YES a 28°C en presencia de MBC a una concentración de 4 g/ml. La cepa rgf1 se 
utilizó como control positivo al ser sensible a MBC. 
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En resumen, la caracterización inicial de los mutantes de unión a calmodulina nos 

muestra que estos mutantes presentan lisis que se observa incluso a la temperatura 

permisiva de 28°C y presentan sensibilidad a los mismos compuestos que el mutante 

rho1-596. Sin embargo, estos mutantes no muestran defectos aparentes en el 

citoesqueleto de actina o en los microtúbulos. Por tanto, la actividad de Rho1 podría 

encontrase comprometida parcialmente o bien la activación de Rho1 por Cam1 se 

produciría únicamente durante la formación del septo y no afectaría al resto de las 

funciones de la GTPasa.  

 

2.5    Los mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 poseen menos cantidad de Rho1 total y 

mantienen su interacción con Cam1 

Las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 presentan una lisis en los cultivos similar a 

la de la cepa mutante rho1-596 y a la de las células tratadas con el inhibidor de la 

calmodulina W7. Para comprobar si este fenotipo de lisis era debido a la falta de 

actividad de Rho1 o a la inestabilidad de la proteína, estudiamos primero la cantidad 

de Rho1 total en estas cepas (Figura 65). Se obtuvieron extractos proteicos de cepas 

que llevaban estos alelos mutantes marcados con el epítopo HA en su extremo N-

terminal (HA-Rho1-CM1/CM3) expresados con su propio promotor e integrados con el 

plásmido pJK148 en el locus leu1+ y se realizaron ensayos de Western blot. Las cepas 

mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 presentan una disminución de 2 y 20 veces 

respectivamente de los niveles de Rho1 total respecto a los de la cepa silvestre. Por 

Figura 64.- Los mutantes de unión a calmodulina de Rho1 no presentan defectos aparentes en el CAR. 

Microscopía de fluorescencia de una cepa silvestre y de las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 que 

poseen Rlc1-tdTomato para estudiar el CAR a 32°C y 25°C (PPG06877, PPG14607 y PPG14610). 
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tanto, parece que las mutaciones realizadas afectan a la estabilidad de Rho1 ya que la 

cantidad total de esta GTPasa en extractos totales es considerablemente menor.  

 

Para comprobar si, además de la disminución de Rho1 total, las mutaciones realizadas 

producían una pérdida de interacción de la GTPasa con la calmodulina, se realizaron 

experimentos de coprecipitación entre ambas proteínas (Figura 66). Se obtuvieron 

nuevamente extractos proteicos de las cepas silvestre y ppb1Δ que expresaban los 

alelos mutantes de rho1 marcados con el epítopo HA en el locus leu1+. Estos extractos 

se incubaron con bolas de glutatión-sefarosa que tenían unida las proteínas 

recombinantes GST o GST-Cam1 producidas en bacterias. Para compensar la 

disminución de la cantidad de Rho1 total de estos mutantes se añadió el doble de 

extracto total de la cepa rho1-CM1 y 20 veces más de la cepa mutante rho1-CM3 

respecto a la cepa silvestre. Los resultados obtenidos mostraron que ambos mutantes 

mantenían la interacción entre la calmodulina y Rho1, por lo que las mutaciones 

puntuales realizadas no parecen afectar a esta interacción. Es posible que la 

interacción entre Cam1 y Rho1 sea tan fuerte que la mutación de un aminoácido no 

influya significativamente o bien que exista otra zona de Rho1 que participe en la 

unión de Cam1. La interacción se seguía manteniendo también en ausencia de la 

subunidad catalítica Ppb1.  

 

Figura 65.- Las cepas mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 presentan una disminución de la cantidad de 

Rho1 total. (A) Western blot de las cepas silvestre y los mutantes de Rho1 de unión a calmodulina que 

poseen fusionado el epítopo HA en su extremo N-terminal, expresados con su propio promotor en el 

plásmido pJK148 e integrados en el locus leu1+ (PPG06860, PPG14144 y PPG14319). Los extractos 

celulares fueron analizados utilizando anticuerpos anti-HA y la actina fue utilizada como control de carga. 

(B) Cuantificación de la intensidad de señal del Western-blot 
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Figura 66.- Los mutantes rho1-CM1 y rho1-CM3 no pierden la interacción con la calmodulina. Ensayo 

de pull down con extractos de la cepa silvestre, ppb1 y los alelos mutantes de Rho1 de unión a 

calmodulina marcados con el epítopo HA bajo su propio promotor en el vector pJK148 integrado en el 

locus leu1+ en presencia o ausencia de calcineurina (PPG06860, PPG14613, PPG14144, PPG14616, 

PPG14319 y PPG14619). Estos extractos se incubaron con bolas de glutatión-sefarosa que llevaban unido 

GST o GST-Cam1. Los precipitados y los extractos celulares fueron analizados con anticuerpos anti-GST y 

anti-HA. 
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1. La calcineurina se localiza en el anillo de actomiosina a través de su interacción 

con los dominios LIM de la paxilina 

La calcineurina es la principal proteína encargada de la transducción de señales 

mediada por la entrada de calcio extracelular. En mamíferos esta señalización se 

transmite principalmente por el factor de transcripción NFAT que se localiza en núcleo 

tras ser desfosforilado por la calcineurina (Li et al., 2011). Además, esta fosfatasa 

también es reclutada por otras proteínas adaptadoras haciendo que participe en la vía 

de señalización de la insulina (Hinke et al., 2012) o en la función cardiaca (Li et al., 

2010). En hongos la calcineurina está implicada en las vías de señalización de respuesta 

a estrés, integridad celular, morfogénesis, progresión del ciclo celular, virulencia y 

homeostasis de iones (Fox and Heitman, 2002; Kraus and Heitman, 2003). En S. pombe, 

la calcineurina tiene un papel relevante en diversos procesos celulares, entre ellos la 

citocinesis (Sugiura et al., 2002). Inicialmente en este trabajo estudiamos la 

localización de la calcineurina a lo largo del ciclo celular, observando que esta se 

encuentra por todo el citoplasma y en el CAR durante citocinesis. La calcineurina 

colocaliza con la cadena ligera reguladora de las miosinas en el CAR, confirmando que 

esta forma parte del anillo durante la división celular. Sin embargo, esta fosfatasa no 

interviene en la formación del CAR, incorporándose a este una vez que ya se ha 

formado y permanece en él durante su constricción hasta el final de la septación. Estos 

datos difieren respecto a otros hongos como A. fumigatus donde la calcineurina se 

halla en la zona de división los polos, pero también se encuentra en los polos y en 

pequeñas estructuras móviles a lo largo de todo el citoplasma (Juvvadi et al., 2011). 

Durante la realización del presente trabajo se publicó un estudio sobre la delimitación 

de diferentes componentes del anillo contráctil en S. pombe, realizado mediante 

microscopía de alta resolución (McDonald et al., 2017). En este estudio se detectó con 

precisión a la calcineurina en una zona denominada “capa intermedia” del anillo entre 

la membrana plasmática y los filamentos de actomiosina. 

En S. pombe la incorporación en el CAR de la subunidad catalítica de la calcineurina 

Ppb1 es dependiente de la subunidad reguladora Cnb1, siendo la ubicación de ambas 

interdependiente. Además, la localización de la calcineurina también se pierde en las 

cepas tratadas con el inhibidor de la calcineurina FK506. Por tanto, es necesaria la 

expresión de ambas subunidades completamente funcionales y activas para que la 

calcineurina esté presente en el anillo contráctil. Estos resultados difieren de lo 

descrito en otros hongos como A. fumigatus, en los que no se necesita la subunidad 

reguladora para que la subunidad catalítica llegue al CAR (Juvvadi et al., 2011). Por otro 

lado, en S. pombe hemos visto que la subunidad catalítica es capaz de interaccionar 

con la paxilina en ausencia de la subunidad reguladora. Esto indicaría que la activación 

de Ppb1 por Cnb1 no provoca un cambio conformacional que permita a la subunidad 

catalítica el reconocimiento de los sitios de unión en el sustrato (PxIxIT o similares). Por 

tanto, la desubicación de la calcineurina en el CAR cuando se encuentra inactiva se 
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debe a otro mecanismo independiente de la regulación del reconocimiento de estos 

sitios. La zona de unión a la subunidad reguladora en la subunidad catalítica Ppb1 se 

encuentra próxima a la zona de unión al inhibidor FK506 y a los sitios LxVP presentes 

en los sustratos (Juvvadi et al., 2016; Roy and Cyert, 2009). Por tanto, una posible 

explicación sería que la activación de Ppb1 le provocara un cambio conformacional que 

permitiera el reconocimiento de los sitios LxVP de la paxilina, orientándola 

correctamente y facilitando su posicionamiento en el CAR. Es posible también que la 

subunidad reguladora Cnb1 participe en el reconocimiento in vivo de la paxilina, 

aunque in vitro no hayamos detectado una unión directa de ambas proteínas. 

La deleción del gen codificante de la subunidad catalítica de la calcineurina provoca un 

aumento del porcentaje de células en septación y células multiseptadas (Fujita et al., 

2002; Lu et al., 2002a). Las células carentes de este gen presentan también anillos de 

actomiosina dobles y aberrantes. Ambos fenotipos son muy similares a los observados 

en las cepas carentes de paxilina (Pinar et al., 2008; Ge et al 2008; Cortes et al 2015) y 

en la cepa mutante doble pxl1Δ ppb1Δ no se observa un efecto aditivo. Esto sugiere 

que ambas proteínas están implicadas en la misma vía de señalización. Los datos 

presentados indican que Ppb1 y Pxl1 interaccionan directamente in vivo y que la 

calcineurina pierde su localización en el CAR en ausencia de la paxilina o cuando a esta 

proteína se le eliminan los dominios LIM que le confieren la funcionalidad. No 

obstante, en ausencia de paxilina todavía se detecta una pequeña cantidad de esta 

fosfatasa al final de la contracción del CAR. 

La calcineurina es capaz de reconocer a sus sustratos a través de los motivos PxIxIT y 

LxVP presentes en ellos e implicados en la interacción y en la correcta orientación del 

sustrato respectivamente. Estas secuencias fueron descritas en la levadura de 

gemación S. cerevisiae analizando distintos sustratos de la calcineurina en este hongo. 

Son motivos muy degenerados presentando múltiples variantes con mayor o menor 

afinidad por la calcineurina (Roy and Cyert, 2009). Los posibles sitios de unión a la 

calcineurina detectados en la región amino y carboxilo de Pxl1 no se ajustan 

perfectamente a la secuencia consenso PxIxIT. De hecho, solo la proteína Pxl1-M4 que 

posee la mutación del sitio de unión en el tercer dominio LIM, presenta una pérdida de 

interacción con la calcineurina similar a la que sufre la cepa que expresa el alelo 

truncado sin el tercer dominio LIM (pxl1ΔLIM3). Los defectos de citocinesis de esta 

cepa mutante, como el aumento en el porcentaje de células en septación y 

multiseptadas, son también muy similares a los de la cepa pxl1ΔLIM3 y menores que 

los de la cepa que carecía de todos los dominios LIM, lo que sugiere la presencia de 

otros sitios de interacción de Pxl1 con la calcineurina en estos dominios. Por el 

contrario, la proteína Pxl1-M3 que posee la mutación en el sitio putativo de unión 

situado en la mitad N-terminal mantiene una interacción con Ppb1 similar a la de la 

Pxl1 de la cepa silvestre. Además, esta cepa no presenta una disminución significativa 

en la localización de la fosfatasa y no tiene defectos en citocinesis. Sin embargo, la 
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deleción completa de la región N-terminal de la paxilina sí produce una disminución de 

la interacción con Ppb1, señalando la presencia de otros sitios de unión a la 

calcineurina en esta región. Por tanto, es posible que la secuencia identificada 

presente una baja afinidad por la calcineurina y sea necesaria la mutación de otros 

sitios con mayor afinidad presentes en la región N-terminal o bien que este no sea un 

sitio de unión de Ppb1. De esta forma, la calcineurina no es capaz de situarse en el CAR 

en ausencia de paxilina, observándose defectos en citocinesis tanto en el anillo de 

actomiosina como en el septo. La cepa pxl1Δ que expresa Ppb1-GBP y Rlc1-GFP 

permite la relocalización artificial de la calcineurina en el CAR, disminuyendo 

considerablemente los defectos en citocinesis respecto a la cepa pxl1Δ rlc1-GFP. Estos 

resultados confirman que la función principal de la paxilina es la de unir a la 

calcineurina al CAR. 

Es importante mencionar que en la cepa pxl1Δ la calcineurina se localiza al final de la 

contracción del CAR, aunque con menor intensidad que en la cepa silvestre. Esto 

sugiere que la calcineurina podría interaccionar con otras proteínas en el CAR al final 

de la contracción. En las células de mamíferos, la actividad de la calcineurina se 

requiere durante la etapa de abscisión de la citocinesis y parece estar localizada 

específicamente en la región del cuerpo medio (Lian et al., 2015). Es interesante 

constatar que una de las tres subunidades catalíticas humanas de la calcineurina, 

PPP3CA, interactúa con otras proteínas como LASP1 que tiene dominios LIM y SH3 

(Q14847, Uniprot) y es importante para la regulación de la dinámica del citoesqueleto 

de actina, según la base de datos humana de DEPhOsphorylation (DEPOD, 

www.depod.org). Cabría, por tanto, pensar en una posible interacción conservada 

entre la subunidad catalítica de la calcineurina y los dominios LIM de otras proteínas. 

En S. pombe existen tres proteínas, además de la paxilina, con dominios LIM: Rga1, 

Rga3 y Rga4, y todas ellas poseen además dominios RhoGAP. Rga1 y Rga3 poseen un 

leve porcentaje de similitud con el tercer dominio LIM de la paxilina donde se 

encuentra el sitio de unión a calcineurina. Sin embargo, en nuestras condiciones de 

ensayo no se ha detectado ninguna disminución en la intensidad de Ppb1-GFP en el 

CAR de las cepas carentes de estos GAPs, lo que parece indicar que ninguna de estas 

proteínas participa en la localización de la calcineurina en el CAR. Pudiera ser que los 

sitios putativos PxIxIT presentes en Rga1, Rga3 o Rga4 posean una baja afinidad por la 

calcineurina y que solo interaccionen con ella en ausencia de paxilina, localizando a la 

fosfatasa al final de la contracción del CAR. Para confirmar esta hipótesis son 

necesarios más experimentos que analicen la localización de la calcineurina en 

ausencia de la paxilina y de cada una de estas proteínas GAP. La pérdida total de la 

localización de la calcineurina en las fases finales de la citocinesis en esas cepas 

confirmaría que las proteínas GAP mencionadas poseen una función auxiliar que se 

manifiesta cuando la paxilina está ausente. No hemos analizado tampoco si alguna de 

estas proteínas GAP es sustrato de la calcineurina, aunque no participe en su 

localización en el CAR. En S. cerevisiae se ha descrito que la proteína Rga2, que es GAP 

http://www.depod.org/
http://www.depod.org/
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de Cdc42 y posee un dominio LIM, es desfosforilada y activada por la calcineurina que 

regula así la respuesta a las feromonas limitando su intensidad  (Ly and Cyert, 2017; 

Smith et al., 2002). 

En la subunidad catalítica de la calcineurina de A. fumigatus se ha implicado a la 

secuencia FMDVF, muy conservada en los hongos, en la unión de la calcineurina a sus 

sustratos (Juvvadi et al., 2016). La mutación de este dominio en la levadura de fisión 

provocó la pérdida de la localización de la calcineurina en el CAR, al igual que ocurría 

en A. fumigatus. No obstante, en S. pombe dicha secuencia solapa parcialmente con el 

dominio de unión a la subunidad reguladora Cnb1, por lo que la expresión del alelo 

mutante del dominio de unión a sustrato de la calcineurina (ppb1-AA) resultó codificar 

una versión poco funcional de la calcineurina que no se encuentra activa y no se une a 

la subunidad reguladora, por ello no puede localizarse en el CAR.  

La función de la paxilina en la señalización de calcineurina durante citocinesis puede no 

ser exclusiva de la levadura de fisión, y podría estar conservada en otros Ascomycetes 

como Aspergillus fumigatus. En este hongo, la señalización de calcineurina regula la 

citocinesis y el crecimiento de las hifas (Steinbach et al., 2006). La localización de la 

fosfatasa en el septo de la hifa durante todo el proceso de formación de esta 

estructura es importante para la correcta deposición del nuevo material de pared 

celular (Juvvadi et al., 2011). Sin embargo, los mecanismos exactos de la unión de 

calcineurina al septo en este hongo siguen sin estar claros. Experimentos preliminares 

realizados por nuestro colaborador Mario Pinar (CIB, Madrid) en Aspergillus nidulans 

parecen indicar que la paxilina de este hongo es también requerida para la citocinesis. 

Por tanto, su papel como proteína adaptadora para la unión de la calcineurina podría 

estar conservado en otros hongos.  Por otra parte, la red de interacciones genéticas de 

la calcineurina en S. cerevisiae  está enriquecida en genes de polaridad celular y 

citocinesis, por lo que podría tener funciones aún no identificadas en dichos procesos 

(Goldman et al., 2014). Sin embargo, en la levadura de gemación no se han descrito 

defectos en la citocinesis causados por la ausencia de calcineurina. Además, la 

señalización de la calcineurina determinada mediante las interacciones genéticas a 

nivel global es diferente en S. cerevisiae y S. pombe, lo que podría reflejar funciones 

distintas de esta fosfatasa en ambas levaduras (Koch et al., 2012). En la levadura 

Cryptococcus neoformans, se ha demostrado que la proteína de unión a fosfolípidos 

denominada Cts1 controla el posicionamiento del septo y la separación celular en 

coordinación con la calcineurina (Aboobakar et al., 2011; Fox et al., 2003). Cts1 

presenta similitud con Inn1 de S. cerevisiae y con Fic1 de S. pombe (Aboobakar et al., 

2011), además, la deleción de fic1+ es letal en las cepas pxl1 o ppb1 (Roberts-

Galbraith et al., 2009). Todos estos datos sugieren que la señalización de paxilina y 

calcineurina durante la citocinesis está conservada, al menos parcialmente, en otros 

hongos. 
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2. La calcineurina desfosforila a Cdc15 provocando la llegada de más paxilina al 

anillo contráctil de actomiosina 

La paxilina es la proteína encargada de la localización de la calcineurina en el CAR y a 

su vez la paxilina se une al anillo de actomiosina mediante una región de poliprolinas 

en su región N-terminal que interacciona con el dominio SH3 de la proteína Cdc15 (Ren 

et al., 2015; Roberts-Galbraith et al., 2009). Estudios recientes han demostrado que la 

interacción Pxl1-Cdc15 también se produce mediante ciertas regiones de la zona 

intermedia de esta proteína. La deleción de estas regiones produce la deslocalización 

de la calcineurina del CAR, al igual que ocurre con la deleción de paxilina (Mangione et 

al., 2019). Utilizando videomicroscopía de fluorescencia en tiempo real (time lapse) se 

observó que la paxilina aumenta su concentración en el CAR a lo largo de la citocinesis, 

aunque, en ausencia de la subunidad catalítica de la calcineurina Ppb1, la paxilina 

tardaba más tiempo en comenzar a localizarse en el CAR y su intensidad era menor. 

Esto sugiere que la presencia de calcineurina en el CAR provoca una mayor 

incorporación de paxilina en esta estructura, pudiendo existir un circuito de 

retroalimentación o feedback loop positivo entre ambas proteínas, importante para la 

citocinesis. Este feedback podría explicarse fácilmente si la calcineurina, que se une a 

la paxilina, la desfosforilara y esto favoreciese su localización en el CAR llevando 

consigo a más calcineurina. Así, la fosfatasa provocaría su propia localización en el 

anillo de actomiosina al desfosforilar a la paxilina. A pesar de la observación de 

diversos estados de fosforilación de la paxilina tras la electroforesis en presencia de 

phos tag y posterior ensayo de Western blot, no logramos ver un cambio en la 

movilidad electroforética que pudiera indicar una modificación de su estado de 

fosforilación en ausencia de Ppb1. Por el contrario, sí se observó un cambio en la 

movilidad electroforética de Cdc15 en ausencia de la fosfatasa. Cdc15 está descrita 

como una fosfoproteína cuya desfosforilación en anafase provoca el cambio a su 

conformación abierta. Este estado le permite la unión a otras proteínas del CAR 

mientras que su posterior refosforilación produce nuevamente la transición a su 

conformación cerrada (Roberts-Galbraith et al., 2010). Mediante ensayos de 

coinmunoprecipitación, se demostró que Cdc15 interacciona con Ppb1 in vivo,  

además, se ha demostrado que esta es un sustrato de la calcineurina in vitro (Martín-

García et al., 2018). Asimismo, el análisis de la fosforilación de Cdc15 en cultivos 

sincrónicos tratados con el inhibidor de la calcineurina FK506 corroboró que Cdc15 se 

encontraba más fosforilada durante anafase. Este estado hiperfosforilado de Cdc15 

provocaría que esta proteína se encuentre en su conformación cerrada durante más 

tiempo, produciéndose así una menor localización de paxilina y de otras proteínas en 

el CAR. Así, Cdc15 se convierte en la proteína mediadora de la retroalimentación 

positiva de la calcineurina y la paxilina.  

La falta de actividad de la calcineurina en el CAR altera la fosforilación de Cdc15 de una 

manera que recuerda la descrita para la ausencia de fosfatasa Clp1, por lo que es 
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probable que ambas fosfatasas colaboren en la desfosforilación de Cdc15 durante la 

citocinesis (Clifford et al., 2008; Wachtler et al., 2006). La conformación cerrada de 

Cdc15 cuando la calcineurina no llega al CAR se confirmó al demostrar también la 

disminución en la intensidad de fluorescencia de otros componentes del CAR 

reclutados a través de su dominio SH3, como Fic1-GFP. De esta forma, el estado 

hiperfosforilado de Cdc15 puede ser la causa de la formación de anillos de actomiosina 

aberrantes y que fallan al contraerse en la cepa ppb1Δ debido a la falta de 

reclutamiento de algunos de sus componentes como Pxl1 o Fic1 (Roberts-Galbraith et 

al., 2010). Si bien, esto no explica todos los defectos causados por la deleción de ppb1+ 

o pxl1+ como, por ejemplo, la aparición de anillos de actomiosina dobles o 

deslocalizados. La calcineurina permanece en el CAR durante su contracción hasta la 

formación del septo, sugiriendo que esta fosfatasa puede tener otros sustratos en el 

CAR además de Cdc15. Algunos de estos sustratos podrían ser las proteínas reclutadas 

al anillo contráctil por el dominio SH3 de Cdc15. Sin embargo, el estado de 

fosforilación de Fic1 no parece cambiar en ausencia de la subunidad catalítica de la 

calcineurina Ppb1, aunque sería necesario realizar experimentos de fosfoproteómica 

para confirmarlo. Además, otras proteínas reclutadas al CAR a través de Cdc15 como 

Cyk3 sí podrían ser reguladas por la fosfatasa. 

 

3. Otros sustratos de la calcineurina en el CAR 

El ensayo de proteómica realizado en el Instituto Curie se hizo para identificar estos 

nuevos posibles sustratos de la calcineurina, abriendo nuevas líneas de investigación 

en la señalización de esta fosfatasa durante la citocinesis. Este análisis reveló la posible 

interacción de la calcineurina con algunos componentes del CAR y del septo como la 

propia Cdc15, Myo2, Rng2 o las glucán-sintasas. Estos resultados refuerzan la 

importancia de la señalización de la calcineurina en la citocinesis a través de proteínas 

diferentes del factor de transcripción Prz1. De manera similar, en Aspergillus la función 

de la calcineurina en el crecimiento de las hifas y la citocinesis depende solo en parte 

del factor de transcripción CrzA, homólogo a Prz1, lo que indica que se requieren otras 

proteínas transmisoras de la señal de la calcineurina para la citocinesis (Cramer et al., 

2008; Juvvadi et al., 2017; Soriani et al., 2008).  

Los mecanismos moleculares que ocurren durante la contracción del CAR y la 

septación requieren la activación e inactivación de diversas vías de señalización, 

probablemente a través de la fosforilación y desfosforilación de diferentes proteínas. 

Por ello, estudiamos el estado de fosforilación de algunas de las proteínas identificadas 

en el ensayo de proteómica en presencia y ausencia de calcineurina. Inicialmente se 

observó la movilidad electroforética de estas proteínas mediante ensayos de Western 

blot y posteriormente se realizaron ensayos de fosfoproteómica de algunas de las 

proteínas candidatas a ser desfosforiladas por la fosfatasa. Los resultados presentados 
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en esta memoria son preliminares y es necesario realizar ensayos de fosfoproteómica 

adicionales para confirmarlos. Entre estos resultados merece la pena destacar los 

datos obtenidos con Rga7 y Pom1 que serán objeto de estudios posteriores en el 

laboratorio. 

Los análisis de fosfoproteómica indicaron que Rga7 se encuentra más fosforilada en la 

cepa ppb1Δ y esta hiperfosforilación ocurre en dos secuencias próximas a su dominio 

GAP, ampliando ligeramente el dominio de fosforilación descrito previamente en esta 

proteína (Kettenbach et al., 2015). La deleción de Rga7 cursa con la aparición de anillos 

de actomiosina fragmentados junto con la formación de septos aberrantes y presenta 

letalidad sintética con pxl1+ (Martín-García et al., 2014). Rga7 se localiza al comienzo 

del ciclo celular en los polos, pasando a localizarse posteriormente también en la zona 

de división (Arasada and Pollard, 2011). La localización de Rga7 no se modifica de 

forma significativa en ausencia de calcineurina. Para analizar con más precisión cómo 

influye la fosforilación de Rga7 en su función hemos iniciado estudios con mutantes 

fosfomiméticos y fosfonulos de Rga7 en las secuencias reveladas mediante el análisis 

de fosfoproteómica. La caracterización de estos mutantes será necesaria para 

comprobar si el estado hiperfosforilado de Rga7 produce algún defecto en el CAR o en 

el proceso de septación. 

Rga7 forma un complejo con Rng10, siendo la localización de ambas interdependiente 

(Liu et al., 2016). En el análisis de fosfoproteómica de Rga7 se determinó que Rng10 

también posee una secuencia fosforilable por la calcineurina no descrita previamente. 

Rng10 se encuentra más fosforilada en ausencia de la fosfatasa y este estado podría 

provocar también alteraciones en su localización y/o función en la citocinesis y que 

será necesario estudiar. 

La quinasa Pom1 tiene numerosos sustratos que participan en la regulación de la 

polaridad, la citocinesis y el tamaño celular. Entre los sustratos de Pom1 que regulan la 

citocinesis se encuentran Cdc15, Rga7, Imp2 y Cyk3 (Kettenbach et al., 2015; Ullal et 

al., 2015). Se han identificado varios sitios de fosforilación de Cdc15 por Pom1 en su 

extremo C-terminal (Lee et al., 2018), por lo que esta quinasa podría estar implicada en 

la refosforilación de Cdc15 al final de la citocinesis, estando inhibida al inicio de esta 

por acción de la calcineurina. Nuestros resultados indicaron que Pom1 se encuentra 

más fosforilada en ausencia de Ppb1, observándose además un aumento en la 

cantidad de esta proteína localizada en el CAR y el septo durante la citocinesis. Se ha 

descrito que la autofosforilación de la quinasa Pom1 promueve su disociación rápida 

de la membrana plasmática en los polos y que esto es contrarrestado por la fosfatasa 

Dis2 unida a Tea4 (Hachet et al., 2011, Gerganova et al 2019). Una posible hipótesis es 

que la calcineurina estuviese desfosforilando a Pom1 en el anillo. Así, en ausencia de 

esta fosfatasa Pom1 permanecería más tiempo en el anillo y tanto Pom1 como sus 

sustratos, como Cdc15 y Rga7, estarían más fosforilados.  En este caso, en el feedback 

loop positivo descrito entre la paxilina y la calcineurina participaría también Pom1.  
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Otra posibilidad es que la calcineurina esté activando a la fosfatasa Dis2. Así, la 

ausencia de calcineurina impediría que Dis2 desfosforile a Pom1 y promueva su 

localización en los polos. La calcineurina también podría actuar activando a una 

quinasa capaz de fosforilar y deslocalizar a Pom1 en las fases iniciales de la citocinesis. 

El ensayo de proteómica realizado en el Instituto Curie reveló la interacción de la 

calcineurina con la quinasa Kin1 en el CAR. Esta quinasa colabora con Pom1 en la 

fosforilación de Cdc15 y, a pesar de poseer funciones no redundantes sobre este 

sustrato, Kin1 podría regular la localización espacial y temporal de Pom1 en el CAR al 

final de la contracción para que pueda realizar su función (Kettenbach et al., 2015; Lee 

et al., 2018). Finalmente, es posible que la localización de Pom1 en la zona de división 

esté regulada de forma diferente a la localización en los polos. 

En trabajos previos de nuestro laboratorio se identificó una interacción letal sintética 

entre pxl1Δ y el alelo termosensible de la glucán-sintasa Bgs1 que forma el septo 

primario, lo que indicó que Pxl1 y Bgs1 colaboran en un proceso esencial (Cortés et al., 

2015). La represión de Bgs1, que en células silvestres provoca la formación de células 

multiseptadas, en células que además carecen de paxilina provoca una disminución 

significativa en el número de septos debido a que las otras glucán-sintasas como Bgs4 

y Ags1, son incapaces de concentrarse en la zona de división para formar el septo 

(Cortés et al., 2015). Este fenotipo es similar cuando se apaga Bgs1 en ausencia de la 

calcineurina, por tanto, la localización de esta fosfatasa en el CAR a través de paxilina 

coopera junto con Bgs1 para regular la  localización de las otras glucán-sintasas 

(Martín-García et al., 2018). La opción más probable es que la calcineurina 

desfosforilara a Ags1 y Bgs4 para regular su localización y el análisis inicial de 

proteómica también identificó a ambas glucán-sintasas como posibles sustratos de la 

calcineurina. Sin embargo, el análisis fosfoproteómico realizado posteriormente con la 

proteína Ags1 determinó que las dos secuencias fosforilables en esta proteína se 

encontraban desfosforiladas durante la citocinesis tanto en la cepa silvestre como en 

la cepa ppb1. Por tanto, parece que Ags1 no es un sustrato de esta fosfatasa, lo que 

confirma los resultados obtenidos mediante Western blot en los que no se detectaron 

cambios en la movilidad electroforética de Ags1 en la cepa carente de calcineurina. La 

calcineurina debe desfosforilar a otro sustrato que regule a Ags1 y/o Bgs4 y que 

colabore con Bgs1 en la función de localizar a las glucán-sintasas en el CAR. Uno de 

estos sustratos podría ser el GEF de Rho1, Rgf3, que también se une a Cdc15 (Ren et al 

2015). Sin embargo, la movilidad electroforética de Rgf3 tampoco parece cambiar en 

ausencia de la calcineurina.  

El análisis preliminar, realizado mediante Western blot, del estado de fosforilación de 

otras proteínas del CAR detectadas en el análisis de proteómica, como las cadenas de 

las miosinas tipo II, Rng2, o la formina Cdc12, no detectó cambios dependientes de 

calcineurina en ninguna de ellas. Se han descrito varios sitios de fosforilación tanto en 

la cadena pesada Myo2 como en las cadenas ligeras de las miosinas que regulan la 
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actividad motora de Myo2, de hecho, los mutantes fosfomiméticos de Rlc1 presentan 

retrasos en la contracción del CAR (Sladewski et al., 2009). La deleción de la paxilina, y 

por tanto la deslocalización de la calcineurina en el CAR, produce la desorganización de 

las miosinas y en algunos casos la aparición de anillos de actomiosina dobles (Pinar et 

al., 2008), lo que indica que la calcineurina podría regular a las cadenas de las 

miosinas. Sin embargo, la interacción de la cadena ligera reguladora de las miosinas, 

Rlc1, con la paxilina no es dependiente de la presencia de calcineurina. Esto unido a 

que la deleción de la calcineurina no parece provocar un estado hiperfosforilado en 

ninguna de las cadenas de las miosinas, parece indicar que esta fosfatasa no es la 

encargada de iniciar la contracción del CAR mediante la regulación de las miosinas. No 

obstante, el peso molecular de las cadenas pesadas de las miosinas es muy elevado y 

un cambio leve en su estado de fosforilación podría no detectarse mediante Western 

blot. Por tanto, será necesario realizar ensayos de fosfoproteómica para determinar si 

Myo2, Myp2, Cdc4 o Rlc1 son desfosforiladas por la calcineurina.  

Cdc12 es la formina encargada de polimerizar los filamentos de actina que 

posteriormente Myo2, gracias a su actividad motora, entrecruzaría produciéndose de 

este modo la contracción del CAR (Stachowiak et al., 2014). Al igual que Cdc15, Cdc12 

se encuentra desfosforilada durante la formación y contracción del CAR, mientras que 

se fosforila durante su etapa de maduración (Bohnert et al., 2013). Sin embargo, el 

estado de fosforilación de Cdc12 no parece cambiar en ausencia de la calcineurina, lo 

que indica que esta no sería la fosfatasa encargada de desfosforilar a la formina tras la 

maduración del anillo de actomiosina para que se produzca la contracción del CAR. 

Sorprendentemente, Cdc12 presentó un cambio en su movilidad electroforética en la 

cepa pxl1 lo que sugiere que se encuentra más fosforilada y además se produce un 

leve aumento de localización de Cdc12-GFP en el CAR en esta misma cepa. Esto sugiere 

que la paxilina posee otras funciones en el anillo de actomiosina independientes de la 

calcineurina como podría ser la localización de otras fosfatasas como Clp1. Esta 

fosfatasa es reclutada al CAR por Mid1 (Clifford et al., 2008) y podría mantener su 

localización en el CAR mediante la paxilina. Cdc12 interacciona con el dominio F-BAR de 

Cdc15 (Carnahan and Gould, 2003). Esta interacción es necesaria para la localización 

de Cdc12 en el CAR observándose un retraso en su formación cuando esta interacción 

se encuentra comprometida en el estado hiperfosforilado del dominio F-BAR de Cdc15 

(Roberts-Galbraith et al., 2010). La ausencia de Ppb1 que provoca una 

hiperfosforilación de Cdc15 podría, por tanto, impedir la localización de Cdc12 en el 

CAR durante su contracción. Sin embargo, Cdc12 mantiene su localización en el CAR 

durante la contracción cuando Cdc15 se encuentra hiperfosforilada en ausencia de 

Ppb1. Esto implicaría que la calcineurina desfosforilaría a Cdc15 en la región media o C-

terminal afectando al comportamiento de las proteínas reclutadas a través del dominio 

SH3 de Cdc15 que disminuyen su localización.  
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El inicio de la ruta SIN comienza con la activación de la GTPasa Spg1 que favorece la 

localización asimétrica de Cdc7, la primera quinasa de la vía de la señalización, 

mediante su interacción con esta GTPasa (Fankhauser and Simanis, 1994; Mehta and 

Gould, 2006). Tanto Spg1 como Cdc7 se localizan con mayor intensidad en el SPB en 

ausencia de calcineurina, lo que indicaría que esta ruta parecería encontrase más 

activa. Se ha relacionado a la calcineurina junto con otras fosfatasas como PP2A o Clp1 

en la inactivación de la ruta SIN (Jiang and Hallberg, 2001; Lahoz et al., 2010; 

Trautmann et al., 2001) por lo que el resultado obtenido confirmaría que esta fosfatasa 

podría cooperar en la inhibición de esta ruta. PP2A y Clp1 inhiben la ruta SIN a través de 

la regulación de la GTPasa Spg1 (Jiang and Hallberg, 2001; Lahoz et al., 2010; Trautmann 

et al., 2001), sin embargo, en nuestras condiciones de ensayo, ni Spg1 ni Cdc7 parecen 

cambiar su estado de fosforilación en ausencia de la calcineurina. La vía SIN de 

señalización provoca la activación de la quinasa Sid2 que se sitúa, además de en el SPB, 

en el CAR y de esta manera inicia la formación del septo (Hou et al., 2004, 2000; 

Salimova et al., 2000). Sid2 no muestra cambios detectables en su movilidad 

electroforética en la cepa ppb1Δ.  Sin embargo, su localización en el CAR disminuye en 

ausencia de la fosfatasa, al contrario de lo que ocurre en el SPB donde la intensidad de 

fluorescencia se mantiene. Esta disminución de la localización en el CAR de Sid2 sugiere 

que la calcineurina podría ser necesaria para el movimiento de Sid2 del SPB al CAR. De 

esta forma, la disminución de Sid2 en el CAR debido a la ausencia de la fosfatasa podría 

ser una de las causas del aumento en el tiempo de septación. 

 

4. La calmodulina como proteína adaptadora entre la GTPasa Rho1 y otras proteínas 

como la calcineurina 

La calmodulina se localiza en la membrana de los polos de la célula regulando la 

endocitosis, en la zona de división regulando a la calcineurina y en el SPB (Moser et al., 

1997). Esta proteína mantiene su localización en la zona de división en ausencia de la 

calcineurina y de la paxilina. Además, el tratamiento con el inhibidor de la calmodulina 

W7 origina la aparición de un fenotipo de lisis celular que se produce al comienzo de la 

división. Sin embargo, no se observan defectos en la formación del septo o del anillo 

contráctil ni la aparición de células multiseptadas como se observa en la cepa ppb1Δ. 

Estos resultados en conjunto indican que la calmodulina posee otras funciones 

independientes de la fosfatasa calcineurina durante la citocinesis que todavía no se 

han descrito en la levadura de fisión. La calmodulina interacciona con la GTPasa Rho1 

de forma independiente de la calcineurina y esta interacción aumenta en presencia de 

bajas concentraciones de CaCl2. Además, la sobreexpresión de la calmodulina corrige la 

termosensibilidad de la cepa rho1-596 a 32°C y la sensibilidad al cloruro de magnesio a 

una concentración de 150 mM que produce un aumento de los niveles de Rho1 activo 

(Rho1-GTP). Por tanto, la calmodulina interacciona con Rho1 y la activa directamente o 

actuando como proteína adaptadora de otras proteínas activadoras. Previamente, en 
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nuestro grupo de investigación se describió que la calcineurina es esencial cuando la 

GTPasa Rho1 es poco funcional y, por tanto, podría ser una proteína reguladora de 

esta GTPasa (Viana et al., 2013). Por este motivo, podría ser que la calmodulina 

actuara como proteína adaptadora de la calcineurina para que esta regule la actividad 

de Rho1. Sin embargo, la sobreexpresión de calcineurina era capaz de activar a Rho1 

incluso en ausencia de calcineurina. Además, a pesar de que la deleción de la 

calcineurina producía menor cantidad de Rho1 activa, esta aumentaba al 

sobreexpresarse la calmodulina, aunque no se recuperaban los niveles de la cepa 

silvestre. Por otra parte, la calmodulina mantiene su localización en el CAR en ausencia 

de calcineurina, lo que también indica que también se encuentra unida a otras 

proteínas. En conclusión, la calmodulina es capaz de activar a la calcineurina y a Rho1 

de forma independiente. De esta forma, durante la citocinesis, la pérdida de actividad 

de las glucán-sintasas activadas por Rho1 podría ser la causa de la lisis producida tras 

la inhibición de la calmodulina con el compuesto W7.  

En mamíferos se han identificado varios residuos del dominio de interacción de las  

GTPasas de la familia Rho con calmodulina, esenciales para la interacción entre ambas 

proteínas y por tanto para la activación de la GTPasa (Clough et al., 2002; Xu et al., 

2012). Las cepas de S. pombe con mutaciones de Rho1 en este sitio de interacción 

(rho1-CM1, rho1-CM2 y rho1-CM3) presentan células lisadas cuando se cultivan incluso 

a la temperatura permisiva de 28°C. En el mutante rho1-CM3 la lisis se suprimió 

añadiendo pequeñas concentraciones de CaCl2 al medio. Esto se debe, probablemente, 

a que el calcio es capaz de activar a la calcineurina que es necesaria para la 

supervivencia celular cuando la función de Rho1 se encuentra comprometida (Viana et 

al., 2013).  

Desafortunadamente, las mutaciones de Rho1 en el sitio de interacción con 

calmodulina hacen a la proteína muy inestable por lo que, al igual que ocurre en el 

mutante hipofuncional rho1-596, los mutantes de unión a calmodulina presentan 

sensibilidad a compuestos como el FK506, el MgCl2, el MBC, la caspofungina o el 

calcoflúor. Sin embargo, aunque el dominio de interacción entre la GTPasa Rho1 y la 

calmodulina se encuentra ampliamente descrito en mamíferos, las proteínas mutantes 

Rho1-CM1, Rho1-CM2 y Rho1-CM3 no mostraron una disminución de la interacción 

entre ambas proteínas. Esto puede deberse a que la interacción entre ambas proteínas 

en la levadura de fisión es muy fuerte y la mutación de uno solo de sus aminoácidos no 

provoque una pérdida de interacción o bien a que existen otras zonas de Rho1 que 

también participan en la unión. Por tanto, será necesario analizar las cepas mutantes 

que combinan mutaciones en varios aminoácidos del dominio de unión. La obtención 

de un mutante de Rho1 que pierda su capacidad de unión a calmodulina, permitiría un 

estudio detallado del papel de esta proteína en la citocinesis. No obstante, el hecho de 

que los niveles totales de Rho1 en las cepas rho1-CM sean inferiores a los de la cepa 
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silvestre plantea el problema de que dichas mutaciones alteren la estabilidad de Rho1 

de forma dependiente o independiente de la calmodulina, lo que dificulta su estudio.  

En resumen, en este trabajo hemos descrito cómo la proteína adaptadora Pxl1, que se 

asocia físicamente al dominio SH3 de Cdc15 por su extremo N-terminal, se une a la 

subunidad catalítica de la calcineurina y promueve la localización de esta fosfatasa en 

el CAR. Por otro lado, la actividad de la calcineurina es capaz de aumentar la 

concentración de Pxl1 durante la citocinesis, lo que indica la existencia de un ciclo de 

retroalimentación positivo que podría estar mediado por la desfosforilación de la 

proteína F-BAR Cdc15. Esta proteína al desfosforilarse cambia la conformación y se une 

a otras proteínas necesarias para la citocinesis. El papel de la calcineurina en la 

regulación de este proceso podría limitarse a la desfosforilación de Cdc15, pero 

también podría regular otras proteínas que participan en la citocinesis como Rga7, 

Pom1, las glucán-sintasas o proteínas relacionadas con su regulación (Rgf3, Rho1, 

etc..). Además, hemos visto que la calmodulina, proteína necesaria para la activación 

de la calcineurina, interacciona también con Rho1 y es capaz de activarla. Sin embargo, 

la relación funcional de estas proteínas aún no se ha estudiado. 
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CONCLUSIONES 

1. La paxilina y la calcineurina poseen un fenotipo similar durante la citoquinesis.  

2. La calcineurina necesita estar activa para localizarse en el CAR. 

3. La paxilina se une a la subunidad catalítica de la calcineurina y es necesaria para 

localizar a esta fosfatasa en el anillo contráctil de actomiosina. 

4. La función principal de la paxilina es la localización de la calcineurina en el CAR. 

5. Los dominios LIM de paxilina y en particular el dominio C-terminal que posee 

una secuencia de unión a calcineurina, son necesarios para la localización de la 

calcineurina en el anillo contráctil de actomiosina. 

6. La subunidad catalítica Ppb1 presenta un posible motivo de unión a sustrato 

que solapa con el dominio de unión a la subunidad reguladora Cnb1. 

7. Cdc15 es un sustrato de la calcineurina en el CAR y su desfosforilación por esta 

fosfatasa es necesaria para la localización de las proteínas reclutadas por el 

dominio SH3, como Pxl1 o Fic1. 

8. La calcineurina afecta al estado de fosforilación de Pom1, Rga7 y Rng10.  

9. La calmodulina se localiza en la zona de división de forma independiente de la 

calcineurina y su ausencia no provoca ningún defecto aparente en el CAR. 

10. La calmodulina interacciona in vivo con la GTPasa Rho1 de forma independiente 

de calcineurina. 

11. La sobreexpresión de calmodulina produce la activación de la GTPasa Rho1 de 

forma independiente de calcineurina. 
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1. Microorganismos utilizados 

En este trabajo se ha estudiado la división celular utilizando como modelo la levadura 

de fisión Schizosaccharomyces pombe. En las técnicas de biología molecular se 

utilizaron también las estirpes DH5 o BL-21 de Eschirichia coli. Todas las cepas 

utilizadas se recogen en la tabla 3 indicando su genotipo y su origen y se conservaron 

en glicerol al 25% a -80°C. 

Tabla 3. Cepas de S. Pombe utilizadas.  

Estirpe Genotipo Origen 

PPG12234 h- ppb1-GFP:KanMX6 rlc1-tdTomato:NatMX6 

leu1-32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG15444 h- ppb1-GFP:KanMX6 cnb1::KanMX6 rlc1-

tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15426 h- cnb1-GFP::KanMX6 rlc1-

tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18  

Este trabajo 

PPG15430 h- cnb1-GFP::KanMX6 ppb1::NatMX6 rlc1-

tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18  

Este trabajo 

PPG11417 h- ppb1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18  Colección laboratorio 

PPG04939 h+ leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG10122 h- pxl1::NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG09766 h+ ppb1::ura4+ leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG12272 h? pxl1::NatMX6 ppb1::ura4+ leu1-32 ura4-

∆18  

Colección laboratorio 

PPG07036 h- rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG13238 h? ppb1::ura4+ rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-

32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG05748 h? pxl1::ura4+ rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-

32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG14044 h? pxl1::KanMX6 ppb1::ura4+ rlc1-

tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG12236 h? ppb1-GFP:KanMX6 pxl1::ura4+ mCherry-

pxl1:leu1+ leu1-32 ura4-18 ade6 

Colección laboratorio 

PPG05110 h+ pxl1::KanMX6 HA-pxl1:leu1+ leu1-32 ura4- Colección laboratorio 
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18 

PPG13471 h? pxl1::NatMX6 HA-pxl1:leu1+ ppb1-

GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG11414 h- ppb1-HA:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG14945 h? ppb1-HA:KanMX6 cnb1::NatMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14674 h? cnb1-HA:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG14946 h? cnb1-HA:KanMX6 ppb1::NatMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG12264 h? ppb1-GFP:KanMX6 pxl1::ura4+ rlc1-

tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG13473 h? pxl1::ura4+ pxl1ΔLim123:leu1+ ppb1-

GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14632 h? pxl1::ura4+ pxl1ΔLim3:leu1+ ppb1-

GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG13807 h? pxl1::ura4+ pxl1:leu1+ ppb1-GFP:KanMX6 

rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14310 h? pxl1::ura4+ pxl1-M3:leu1+ ppb1-

GFP:KanMX6 rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1- 

32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14313 h? pxl1::ura4+ pxl1-M4:leu1+  ppb1-

GFP:KanMX6 rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1- 

32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14362 h? pxl1::ura4+ pxl1ΔLim123:leu1+  ppb1-

GFP:KanMX6 rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14366 h? pxl1::ura4+ pxl1ΔLim3:leu1+ ppb1-

GFP:KanMX6 rlc1-tdTomato:NatMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15528 h? Ppb1-GFP:NatMX6 pxl1::ura4+ rlc1-GBP-

mCherry:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15525 h? Ppb1-GFP:NatMX6 pxl1::ura4+ leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 



Materiales y métodos 
 

133 
 

PPG15526 h? Ppb1-GFP:NatMX6 pxl1::ura4+ rlc1-

GBP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15501 h? rga1::ura4+ ppb1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15540 h? rga3::leu+ ppb1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15570 h? rga4::ura4+ ppb1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15273 h? ppb1::NatMX6 pREP41-EGFP-ppb1:leu1+ 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15274 h? ppb1::NatMX6 pREP41-EGFP-

ppb1AA:leu1+ leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15505 h? ura4-294::pkk2 PCDRE-GFP:ura4+ 

pREP41:leu1+ leu1-32 his2 

Este trabajo 

PPG15506 h? ppb1::NatMX6 ura4-294::pkk2 PCDRE-

GFP:ura4+ pREP41:leu1+ leu1-32 his2 

Este trabajo 

PPG15507 h? ppb1::NatMX6 ura4-294::pkk2 PCDRE-

GFP:ura4+ pREP41-ppb1:leu1+ leu1-32 his2 

Este trabajo 

PPG15508 h? ppb1::NatMX6 ura4-294::pkk2 PCDRE-

GFP:ura4+ pREP41-ppb1AF:leu1+ leu1-32 his2 

Este trabajo 

PPG15509 h? ppb1::NatMX6 ura4-294::pkk2 PCDRE-

GFP:ura4+ pREP41-ppb1FA:leu1+ leu1-32 his2 

Este trabajo 

PPG15510 h? ppb1::NatMX6 ura4-294::pkk2 PCDRE-

GFP:ura4+ pREP41-ppb1AA:leu1+ leu1-32 

his2 

Este trabajo 

PPG14879 h? pxl1::KanMX6 GFP-pxl1:pxl1+ mcherry-

atb2:aur leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14877 h? ppb1::NatMX6 pxl1::KanMX6 GFP-

pxl1:pxl1+ mcherry-atb2:aur leu1-32 ura4-

∆18 

Este trabajo 

PPG05060 h+ pxl1::KanMX6 GFP-pxl1:pxl1+ leu1-32 

ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG14825 h? ppb1::NatMX6 pxl1::KanMX6 GFP- Este trabajo 
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pxl1:pxl1+ leu1-32 ura4-∆18 

PPG14861 h? cdc25-22 cdc15-HA:KanMX6 leu1-32 ura4-

∆18 

Este trabajo 

PPG15403 h? cdc25-22 ppb1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-

∆18 

Este trabajo 

PPG15420 h? cdc25-22 cdc15-HA:KanMX6 ppb1-

GFP:NatMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG05161 h- GFP-cdc15:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

ade6 

T. Pollard 

PPG14864 h? cdc25-22 GFP-cdc15:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG11624 h+ fic1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15231 h? ppb1::NatMX6 fic1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14810 h? ppb1::ura4+ pxl1::NatMX6 GFP-N-Pxl1-

Ppb1:leu+ leu1-32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG14812 h? ppb1::ura4+ pxl1::NatMX6 GFP-N-Pxl1-

Ppb1:leu+ cnb1::KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG02543 h? pom1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15209 h? ppb1::NatMX6 pom1-GFP:KanMX6 leu1-

32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG09936 h? rga7-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15251 h? ppb1::NatMX6 rga7-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG11363 h- ags1-GFP:ura4+ leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15517 h? ppb1::NatMX6 ags1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG06875 h- GFP-myo2:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15253 h? ppb1::NatMX6 GFP-myo2:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG09627 h+ myp2-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 
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PPG15249 h? ppb1::NatMX6 myp2-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG04132 h- cdc4-GFP:ura4+ leu1-32 ura4-∆18 M. Balasubramanian 

PPG15503 h? ppb1::NatMX6 cdc4-GFP:ura4+ leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG02619 h+ rlc1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 h Colección laboratorio 

PPG15217 h? ppb1::NatMX6 rlc1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG03753 h+ YFP-rng2:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 ade6-

M210 

T. Pollard 

PPG15247 h? ppb1::NatMX6 YFP-rng2:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 ade6-M210 

Este trabajo 

PPG02505 h+ GFP-cdc12:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 B. Feierbach 

PPG15219 h+ ppb1::NatMX6 GFP-cdc12:KanMX6 leu1-

32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15221 h+ pxl1::NatMX6 GFP-cdc12:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG08815 h+ spg1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15758 h? ppb1::NatMX6 spg1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG08814 h+ cdc7-GFP:ura4+ leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG15279 h? ppb1::NatMX6 cdc7-GFP:ura4+ leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG15754 h+ sid2-GFP:ura4+ leu1-32 ura4-∆18 Y. Sánchez 

PPG15755 h+ ppb1::NatMX6 sid2-GFP:ura4+ leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14653 h+ cam1-GFP:KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 D. Mulvihill 

PPG14913 h? pxl1::NatMX6 cam1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14916 h? ppb1::NatMX6 cam1-GFP:KanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 
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PPG14360 h+ pREP1 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG14354 h+ rho1-596:kanMX6 pREP1 leu1-32 ura4-

∆18 

Colección laboratorio 

PPG14359 h+ rho1-596:kanMX6 pREP1-cam1 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG07847 h- HA-rho1:kanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG12279 h? ppb1::ura4+ HA-rho1:kanMX6 leu1-32 

ura4-∆18 

Colección laboratorio 

PPG14172 h- HA-rho1:kanMX6 pREP3X leu1-32 ura4-

∆18 

Este trabajo 

PPG14174 h- HA-rho1:kanMX6 pREP1-cam1 leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14177  h? ppb1::ura4+ HA-rho1:kanMX6 pREP3X 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14176 h? ppb1::ura4+ HA-rho1:kanMX6 pREP1-

cam1 leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG12174 h+ rho1-CM1:kanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Este trabajo 

PPG12177 h+ rho1-CM2:kanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Este trabajo 

PPG12180 h+ rho1-CM3:kanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Este trabajo 

PPG04035 h+ rho1-596:kanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG06036 h- rgf1::KanMX6 leu1-32 ura4-∆18 Y. Sánchez 

PPG08038 h- mCherry-atb2:aur leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG13827 h? mCherry-atb2:aur rho1-CM1:kanMX6 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG13832 h? mCherry-atb2:aur rho1-CM3:kanMX6 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG06877 h- rlc1-tomato:natMX6 leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG14607 h? rlc1-tomato:natMX6 rho1-CM1:kanMX6 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14610 h? rlc1-tomato:natMX6 rho1-CM3:kanMX6 

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 
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PPG06860 h? HA-rho1:leu1+  leu1-32 ura4-∆18 Colección laboratorio 

PPG14144 h+ rho1-CM1:kanMX6 HA-rho1-CM1:leu1+  

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14319 h+ rho1-CM3:kanMX6 HA-rho1-CM3:leu1+  

leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14613 h? ppb1::NatMX6 HA-rho1:leu1+  leu1-32 

ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14616 h+ ppb1::NatMX6 rho1-CM1:kanMX6 HA-

rho1-CM1:leu1+ leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

PPG14619 h+ ppb1::NatMX6 rho1-CM3:kanMX6 HA-

rho1-CM3:leu1+  leu1-32 ura4-∆18 

Este trabajo 

 

2. Medios de cultivo 

2.1    Medios de cultivo para S. pombe 

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y mantenimiento de S. pombe han 

sido descritos por (Moreno et al., 1991), añadiéndoles agar a una concentración del 2% 

en el caso de los medios sólidos. Todos los medios se prepararon con agua destilada 

(Milli-Rho) y esterilizados mediante autoclave.  

• Medio YES (medio rico): Se utilizó rutinariamente para el crecimiento 

vegetativo de S. pombe. Está compuesto por glucosa al 3% y extracto de 

levadura al 0,5% y suplementado con adenina, histidina, lisina y uracilo a una 

concentración de 250 mg/l. A este medio se le han añadido distintos 

antibióticos o compuestos una vez esterilizado partiendo de soluciones stock 

más concentradas y esterilizadas por filtración para la realización de 

determinados experimentos: 

❖ YES+G y YES+NAT: Estos medios se obtuvieron añadiendo sulfato de 

geneticina (G-418, Life Technologies) a 100 g/ml y sulfato de 

nourseotricina o clonNat (WERNER BioAgents) a 50 g/ml. Se utilizaron 

para la selección de cepas transformadas con el gen de resistencia a 

estos antibióticos. 

❖ YES + compuestos o sales: Estos medios se obtuvieron suplementando 

el medio con diversos compuestos disueltos en agua o DMSO, como 

caspofungina (MERK), calcoflúor (BAYER), MgCl2 (FISHER CHEMICAL), 

FK506 (LC Laboratories) o W7 (TOCRIS) a las concentraciones 

adecuadas.  
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• Medio mínimo (EMM, Edimburgh Minimal Media): Se utilizó para la selección 

de cepas auxótrofas para leucina o uracilo y para el cultivo de cepas 

transformadas con plásmidos de sobreexpresión que poseen el promotor del 

gen nmt+. Las células se cultivaron en presencia de tiamina (5 g/l), represor de 

este promotor (Maundrell, 1990). Posteriormente, las células se lavaron 4 

veces con agua estéril y se reinocularon en este medio sin tiamina, provocando 

la inducción del promotor y por tanto del gen incluido en el plásmido. Este 

medio está compuesto por glucosa al 2%, ftalato monopotásico al 0,3%, 

Na2HPO4 al 0,22% y NH4Cl al 0,5% al que se le añaden diferentes 

concentraciones de minerales y vitaminas que han sido esterilizados 

previamente por filtración: 

 

❖ Solución concentrada de sales (50X): MgCl2·6H2O 0.26 M, CaCl2·2H2O 5 

mM, KCl 0,67 M y Na2SO4 14 mM. 

❖ Solución concentrada de minerales (10.000X): H3BO3 81 mM, MnSO4 
23,7 mM, ZnSO4·7H2O 14 mM, FeCl3·6H2O 7,4 mM, MoO4·2H2O 2,5 mM, 
KI 6 mM, CuSO4·5H2O 1,6 mM y ácido cítrico 47,6 mM.  

❖ Solución concentrada de vitaminas (1.000X): ácido nicotínico 81,2 mM, 
inositol 55,5 mM, biotina 40,8 mM y ácido pantoténico 4,2 mM.  

Este medio se suplementa con adenina, histidina, leucina o uracilo a una 

concentración de 225 mg/l en aquellos casos en los que sea necesario.   

• Medio de esporulación (MEA): Se utilizó para inducir la conjugación y la 

esporulación. Está compuesto por extracto de malta al 3% suplementado con 

adenina, histidina, leucina o uracilo a una concentración de 225 mg/l. 

 

2.2    Medios de cultivo para E. coli  

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

• Medio Luria-Bertani (LB): Se utilizó para el crecimiento rutinario de E. coli. Su 
composición es: Triptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. 
Antes de esterilizar en el autoclave se ajustó el pH a 7,2-7,4.  

• Medio 2XYT: Su composición es: Triptona al 1,6 %, extracto de levadura al 1% y 
NaCl al 1%.  

La selección de clones resistentes a ampicilina se realizó suplementando los medios 

con ampicilina a una concentración final de 100 μg/ml. 
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3. Condiciones y estimación del crecimiento 

3.1    Condiciones de crecimiento para S. pombe 

Los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de cepas de S. 

pombe cuyas características genéticas se habían comprobado anteriormente. 

Normalmente se realizó un preinóculo en medio líquido que se cultivó varias horas y a 

partir del cual se preparó el cultivo a analizar. Todos los cultivos se incubaron a la 

temperatura requerida por el experimento concreto, normalmente, 16°C, 25°C, 28°C, 

32°C y 36°C o 37°C. En el caso de los cultivos líquidos, los matraces se mantuvieron con 

una agitación de entre 200 y 250 rpm y el volumen de cultivo no superó 1/4 del 

volumen del matraz, para permitir su correcta aireación. En medio líquido el 

crecimiento se determinó mediante lectura de la absorbancia del cultivo a 600 nm en 

un espectrofotómetro (BioRad Smart-Spec 3000). Se emplearon curvas de calibración 

obtenidas previamente en el laboratorio según las cuales una densidad óptica de 0,8 

equivale aproximadamente a 107 células/ml de S. pombe. El mantenimiento de las 

cepas se realizó por resiembra en placas de medio sólido. 

 

3.2    Sincronización de los cultivos celulares de S. pombe mediante el uso de 

cepas mutantes termosensibles 

La cepa mutante de S. pombe cdc25-22 es termosensible y presenta un ciclo mitótico 

normal a la temperatura permisiva (25°C), mientras que a la temperatura restrictiva 

(36°C) las células detienen el ciclo celular en fase G2 (Mitchison and Creanor, 1971b). 

Esta propiedad se puede aprovechar para conseguir cultivos sincrónicos. Inicialmente, 

la cepa mutante se cultivó en medio YES a 25°C durante toda la noche. A la mañana 

siguiente, se inoculó en medio YES a una densidad óptica de 0,3 a 600 nm y se incubó a 

36°C durante 4 horas para provocar la parada del ciclo celular. Después, para reanudar 

el ciclo celular, se hizo descender rápidamente la temperatura a 25°C sumergiendo el 

cultivo en un baño de hielo e incubando las células posteriormente a esta 

temperatura. Así las células entran en mitosis de forma sincrónica y continúan el ciclo 

celular.  

 

3.3    Ensayos de crecimiento en gota 

Los estudios de crecimiento de S. pombe a diferentes temperaturas o en presencia de 

distintos compuestos se realizaron en medios sólidos, YES o EMM con o sin tiamina. 

Partiendo de cultivos líquidos, las células se concentraron hasta una densidad óptica 1 

a 600 nm en el caso de crecimiento en medio YES o 4 en el caso de crecimiento en 

medio mínimo. A partir de esa suspensión celular concentrada se realizaron diluciones 

seriadas 1/4 hasta un total de 6 concentraciones decrecientes de células y con un 

replicador (Sigma) se colocó una gota de cada concentración sobre las placas con el 
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medio de cultivo. Las placas fueron incubadas a las distintas temperaturas de 2 a 4 

días, dependiendo del medio y de la temperatura. 

 

3.4    Condiciones de crecimiento para E. coli 

Las células de E. coli se cultivaron en medio líquido en incubadores con agitación 

orbital a una temperatura de 37°C o a 25°C para inducir la sobreexpresión de 

proteínas. Para el crecimiento en medios solidos las células se incubaron en estufas a 

37°C. 

 

4. MÉTODOS GENÉTICOS 

4.1    Conjugación 

Para inducir la conjugación entre dos cepas de S. pombe se usaron estirpes 
heterotálicas de tipo sexual opuesto (h+ o h-) incubadas durante 24 h en placas de 
medio YES. Se recogió aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y 
se mezclaron en un pequeño volumen de agua estéril (25 μl). A continuación, se 
depositó la suspensión de células en una placa de MEA. Los zigotos se originan 
después de 12-20 horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulación, formando 
ascas con 4 ascosporas al cabo de 1-2 días de incubación a 25°C. 

 

4.2    Aislamiento y selección de ascosporas  

Para obtener esporas, se hicieron suspensiones en agua estéril de la mezcla de 

conjugación incubadas durante 2 días a 25°C en placas de MEA y se trataron con 20-50 

unidades de glusulasa (PerkinElmer Life Sciences Inc.) durante toda la noche en 

agitación a temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las paredes de las células 

vegetativas, sin afectar a las ascosporas, que poseen una pared más resistente. Se 

recogieron las esporas por centrifugación a 3.000 rpm durante 1 minuto y la 

suspensión de esporas fue lavada 4 veces con agua estéril. Se estimó el número de 

esporas por mililitro mediante la ayuda de una cámara Thoma y se realizaron 

diluciones apropiadas para obtener entre 100 y 1.000 esporas por placa. Se incubaron 

en placas YES durante 4 días a 25°C-28°C y mediante réplica en placas de diferentes 

medios selectivos o a distintas temperaturas se seleccionaron las estirpes con el 

genotipo deseado. 
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5. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR 

5.1    Vectores utilizados 

5.1.1 Vectores de E. coli  

• pBluescript KS+ (Stratagene): Son plásmidos autorreplicativos de 2,9 kb que 

llevan el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicación colE1 y un 

fragmento del operón de lactosa de E. coli que codifica el péptido α de la β-

galactosidasa (LacZ’). También llevan el origen de replicación del fago f1 que 

permite la obtención de ADN monocatenario. 

• pGEX (Pharmacia): Contiene el gen que codifica la proteína Glutation-S 

Transferasa (GST), el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7 junto con 

el operón de lactosa para inducir la expresión del gen clonado en presencia de 

isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG). Se utilizó para la expresión del 

dominio RBD de unión a RhoA contenido en la proteína rotequina de células 

animales. 

• pJC20 (ATCC): Es un vector de 2,34 kb que contiene 10 sitios únicos para 

enzimas de restricción. Porta el promotor T7 junto con el operón de lactosa 

para inducir la expresión del gen clonado en presencia de isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG). Permite la selección de clones recombinantes 

mediante el crecimiento en medio con ampicilina (Clos and Brandau, 1994). Se 

utilizó para la expresión de paxilina recombinante. 

 

5.1.2 Vectores de S. pombe 

• pJK148. Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen leu1+ de S. pombe como 

marcador de selección y carece de secuencias ars1, por lo que no se replica de 

manera autónoma. Se utiliza para la integración de secuencias de ADN en el 

genoma de S. pombe. Para que la integración tenga lugar es necesario linearizar 

el plásmido mediante el tratamiento con la enzima de restricción NruI o 

Tth111I, que se encuentra en el gen leu1+. El plásmido linearizado se introduce 

en una cepa leu1-32, de modo que, tras la recombinación, en el genoma de S. 

pombe se reconstituyen 2 copias del gen leu1, una mutada y otra silvestre, 

recuperándose así la capacidad de crecer en un medio sin leucina (Keeney and 

Boeke, 1994). Además, este plásmido posee un fragmento de ADN que incluye 

sitios de reconocimiento para 19 enzimas de restricción y el gen de resistencia 

a ampicilina.  

• pREP. Son varios vectores de expresión en S. pombe reprimibles en presencia 

de tiamina. Todos ellos poseen en su estructura un origen de replicación de E. 

coli, el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicación ars1+, un gen 
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marcador de complementación de auxotrofías y el promotor y terminador del 

gen nmt1+ (no messenger with thiamine) fusionado a un sitio de clonación 

múltiple. Este promotor permite sobreexpresar los insertos clonados cuando se 

incuban las células en ausencia de tiamina. Todos los vectores pREPX proceden 

del vector pREP1 (Maundrell, 1990), de elevada expresión, al que se le 

incorporó un sitio XhoI en el sitio de clonación múltiple (Forsburg, 1993). 

Existen diferentes clases de vectores pREPX que se diferencian entre sí por el 

nivel de expresión. Para poder inducir niveles de expresión intermedios, se 

modificó el promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en su 

secuencia TATA, que disminuyen la fortaleza de éste. Así, los vectores de 

expresión fuertes utilizados en este trabajo fueron el vector pREP1 y pREP3X 

mientras que los de expresión intermedia fueron pREP41X y pREP41-EGFP.  

 

5.2    Obtención del ADN 

La extracción de ADN plasmídico a partir de bacterias se realizó mediante el método de 

lisis alcalina (Zhou et al., 1990), que consiste en romper las células en presencia de una 

mezcla de hidróxido sódico (NaOH) y dodecil sulfato sódico (SDS). Finalmente, el 

producto obtenido tras la lisis de las células se introdujo en columnas de intercambio 

aniónico comerciales Wizard Plus Minipreps (Promega) siguiendo las indicaciones del 

fabricante para obtener ADN más puro y en mayor cantidad. 

 

5.3    Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR se llevó a cabo en los 

termocicladores GeneAmp PCR System 2.700 de Applied Biosystems y MyCyclerTM 

Thermal Cycler de BioRad. Las mezclas de reacción contenían: tampón de reacción 

suministrado por el proveedor, MgCl2 1,5 mM, los 4 desoxinucleótidos trifosfato 

precursores a una concentración final de 0,2 mM cada uno, 0,40 μM de cada 

oligonucleótido utilizado como cebador, 0,5 U/μl de polimerasa Taq y una cantidad de 

ADN molde variable, dependiendo de si se trataba de ADN genómico o plasmídico. 

Para la comprobación rutinaria de cepas mutantes de S. pombe, se realizó PCR 

utilizando células directamente, sin necesidad de extraer el ADN.  

La reacción requiere la desnaturalización del ADN molde, el anillamiento de los 

cebadores u oligonucleótidos incorporados a la reacción y, finalmente, la extensión de 

las hebras sintetizadas. En cada momento se requiere que la reacción se encuentre a 

una temperatura determinada. El número de ciclos, la temperatura de anillamiento y 

el tiempo de extensión se modificaron dependiendo de las características del 
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experimento. La purificación de los productos de PCR se realizó mediante el sistema 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).  

Las mutaciones de los sitios de los sitios de interacción en la paxilina y la calmodulina 

se realizaron por mutagénesis dirigida mediante PCR. Para ello, se usó la enzima Pfu 

Ultra High Fidelity Polymerase (Agilent Technologies), oligonucleótidos que contenían 

las mutaciones en los sitios de interacción y como ADN molde la ORF de pxl1+ o cam1+ 

clonada en el vector pBluescript KS+. El ADN resultante de la PCR se secuenció para 

confirmar el reemplazamiento de todos los aminoácidos de ambos sitios por alaninas. 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Integrated 

DNA Technologies (IDT) y sus secuencias y utilidad se describen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Lista de oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

 

Nombre Secuencia Utilidad 

Pxl1-

dock3 

5’CTACGATTGGAAAGTTTACTGGATTTCgcagcAGcAgcAG 

cAGcAAGTTGTTTGGATGCGAAGGTTTTTTGTCTG-3’ 

Construcción casete 

pxl1-M3 

Pxl1-

dock4 

5’GCAAGAAATGCCGTAAAgCCgcTgcGGcGgcCgcTGTAA 

AAGGGTCTGATGGTGAATATCATAG-3’ 

Construcción casete 

pxl1-M4 

Pax-1 5’-CGCGGATCCATATGCATTCACCAATTCCAGATT-3’ Construcción casete 

pxl1-M3 

Pax-2 5’-CGCGGATCCTTAATCCAAATTAAACTTGACTGA-3’ Construcción casete 

pxl1-M4 

Pax-5 5’-GTGTAATTTCTTTCCTGAAGCAC-3’ Comprobación 

casete pxl1-M3/M4 

Pax-7 5’-TTGCGGCTAGATTTATACCCTG-3’ Comprobación 

casete pxl1-M3/M4 

Rho1-

K156A-F 

5’-CTCAGAAGATTGGTGCTTACgcATACCTTGAGTGTTCT 

GCC-3’ 

Construcción casete 

rho1-CM1 

Rho1-

K156A-R 

5’-GGCAGAACACTCAAGGTATgcGTAAGCACCAATCTTC 

TGAG-3’ 

Construcción casete 

rho1-CM1 

Rho1-

K163A-F 

5’-CCTTGAGTGTTCTGCCgcGACGAATGAAGGTGTTGC-3’ Construcción casete 

rho1-CM2 

Rho1-

K163A-R 

5’-CGAACACCTTCATTCGTCgcGGCAGAACACTCAAGG-3’ Construcción casete 

rho1-CM2 
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Rho1-

E166A-F 

5’-GTTCTGCCAAGACGAATGcAGGTGTTCGTGAGG-3’ Construcción casete 

rho1-CM3 

Rho1-

E166A-R 

5’-CCTCACGAACACCTgCATTCGTCTTGGCAGAAC-3’ Construcción casete 

rho1-CM3 

Ppb1.15 5’-CTTTCCCGTTCTTCTCTAAGC-3’ Construcción vector 

mutantes de Ppb1 

Ppb1.16 5’-CTACATACTTTGAATGATATACGAATG-3’ Construcción vector 

mutantes de Ppb1 

Ppb1.3 5’-CGGGTTTCCATCTTTGATGAC-3’ Construcción vector 

mutantes de Ppb1 

Ppb1.8 5’-ATATAGGATCCTACAAAGAGCTTTTCTTATCTG-3’ Construcción vector 

mutantes Ppb1 

Ppb1.9 5’-ATATAGGATCCCTTTAGAAGTGTTCCAATGTC-3’ Construcción casetes 

rho1-CM 

Ppb1.12 5’-ATATAGAGCTCGTTCGGAGAACAGTCAGCTAG-3’ Construcción casetes 

rho1-CM 

Kan10 5’-GATGCGAAGTTAAGTGCGC-3’ Comprobación 

casetes rho1-CM 

HC22 5’-GGTTTTGATCGAGTTTCAATC-3’ Comprobación 

casetes rho1-CM 

HC11 5’-CATATGGCCATGGCGACAGAACTTCGC-3’ Comprobación 

casetes rho1-CM 

HC12 5’-GGATCCTTACAACAAGATACAACGCT-3’  Comprobación 

casetes rho1-CM 

HC23 5’-CGCTTTTTGAATTTAGGAATTCATC-3’ Comprobación 

casetes rho1-CM 

Kan5 5’-GGCCTCCATGTCGCTGGCCG-3’ Comprobación 

casetes rho1-CM 
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5.4    Secuenciación del ADN 

La secuenciación de fragmentos de ADN se realizó en el servicio de secuenciación de la 

Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automático Abi prism 3100 

Genetic analyzer (Applied Biosystems). Este sistema inicia una reacción de PCR 

mediante la extensión enzimática de una cadena de DNA a partir de un oligonucleótido 

iniciador, empleando DNA bicatenario como molde. Esta es interrumpida por la 

incorporación de didesoxinucleotidos marcados con fluorocromos y un láser es capaz 

de reconocer los distintos colores (longitud de onda de emisión) de los fluorocromos, 

que corresponden a cada una de las bases del DNA.  

 

5.5    Manipulación del ADN 

Todos los protocolos utilizados para la manipulación de ADN se recogen en (Ausubel, 

1987; Sambrook et al., 1989) y se realizaron teniendo en cuenta las especificaciones de 

las casas comerciales suministradoras de los materiales y enzimas utilizados. 

El análisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de 

restricción o por amplificación con la PCR se llevó a cabo mediante electroforesis en 

geles de agarosa (UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje (0,6-1,5 %), 

según el tamaño de los fragmentos que se iban a analizar. Los geles de agarosa 

llevaban el agente intercalante de ADN Midori Green Advance (Nippon Genetics 

Europe) a una concentración final de 0,04 μl/ml, para localizar el ADN mediante 

iluminación con una fuente de luz ultravioleta. Se utilizó el tampón TAE (Tris-Acetato 

40 mM, EDTA (ácido etilén diamino tetra-acético) 1 mM, pH 8,0) para preparar la 

agarosa y realizar la electroforesis. 

El aislamiento y purificación de los fragmentos de ADN después de su separación en 

geles de agarosa se llevó a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit de GE Healthcare. El grupo fosfato del extremo 5’ del vector se eliminó 

mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer) y la ligación se 

realizó con la enzima ADN ligasa del fago T4 (EL0335, Fermentas). 

 

 

5.6    Transformación de E. coli 

La transformación de E. coli con plásmidos o con mezclas de ligación se realizó 

mediante choque térmico según el protocolo diseñado por (Kushner, 1978). En algunos 

casos, la transformación con plásmidos purificados se realizó por un método 

simplificado conocido como “transformación del minuto” (Golub, 1988). 

 

 



Materiales y métodos 
 

146 
 

5.7    Transformación de S. pombe 

La transformación de S. pombe se realizó mediante el método del acetato de litio-

sorbitol (Ito et al., 1983), complementado con las modificaciones descritas (Bähler et 

al., 1998b). 

 

5.8    Vectores de integración  

5.8.1 Construcción del módulo de integración de los alelos de pxl1+ con 
mutaciones en el sitio de unión a calcineurina 

Para poder integrar la ORF de los alelos mutantes pxl1-M3 y pxl1-M4 se construyó un 

módulo de integración. Este contenía 720 pb de la región promotora de pxl1+, la ORF 

de pxl1+ y 460 pb de la región terminadora de pxl1+ y el módulo entero se clonó en el 

plásmido KS+ (Figura 70).   

Primero se obtuvo un fragmento de ADN con las mutaciones de los alelos pxl1-M3 y 

pxl1-M4 generadas mediante PCR de alta fidelidad utilizando como molde el vector 

pJK148-pxl1+ y los oligonucleótidos que poseen la mutación de los sitios de interacción 

con calcineurina. Posteriormente se realizó una segunda PCR de alta fidelidad 

utilizando nuevamente como molde el vector pJK148-pxl1+ y como cebadores el 

producto de la PCR anterior que contiene las mutaciones de los sitios de unión y otro 

oligonucleótido que hibrida con la secuencia de paxilina. 

Después se reemplazó la ORF de pxl1+ del módulo de integración clonado en el 

plásmido KS+ por los productos de PCR obtenidos que poseen las mutaciones pxl1-M3 

y pxl1-M4 mediante corte con las enzimas de restricción NdeI-BamhI (Figura 67). La 

nueva ORF del módulo de integración se secuenció para comprobar la mutación de los 

sitios de interacción y el módulo entero se clonó en el sitio PstI-SacI de la secuencia de 

clonación múltiple del plásmido pJK-148. Finalmente, el plásmido obtenido se linearizó 

mediante digestión con las enzimas NruI o Tth111I y se transformó la cepa la cepa h+ 

leu1-32 ura4-D18 ade- pxl1Δ de S. pombe para su integración en el locus leu1+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 67. Construcción del módulo de integración de pxl1+. 
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5.8.2 Construcción del módulo de integración de los alelos mutantes de rho1+ 

del sitio de unión a calmodulina 

Para obtener las cepas con los alelos mutantes de rho1+: rho1-CM1, rho1-CM2 y rho1-

CM3 se construyó un módulo de integración. Este módulo contenía 610 pares de bases 

de la región promotora de rho1+, la ORF con los alelos mutantes de rho1+, la secuencia 

3´ no codificante del gen adh+ como terminador, el módulo de resistencia a geneticina 

(KanMX6) y 500 pares de bases de la región 3’ no codificante de rho1+ (Figura 68A). 

Para la obtención de las ORFs de los alelos mutantes se realizó una mutagénesis 

dirigida utilizando el kit QuickChange II Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent). A partir 

del plásmido KS+ que contiene el casete completo con la ORF de rho1+ se realizó una 

PCR de alta fidelidad empleando oligonucleótidos que poseen la mutación de los sitios 

de interacción con calmodulina. El producto de la PCR se trató con DpnI para eliminar 

el plásmido molde y mantener los plásmidos que contienen la ORF de los alelos 

mutantes de rho1+. Estos plásmidos se secuenciaron para comprobar las mutaciones 

de los sitios de interacción. Finalmente, se obtuvo por PCR el módulo completo y se 

utilizó para transformar una cepa h+ leu1-32 ura4-D18 ade-. El módulo se integró en el 

locus de rho1+ mediante recombinación homóloga y se realizaron distintas PCRs para 

comprobar la integración y orientación correctas del módulo en el locus de rho1+.  

El módulo anterior sirvió para la construcción de otro módulo que además poseía el 

epítopo HA. Este epítopo se clonó en el sitio NdeI entre la región promotora de rho1+ y 

la ORF de los alelos mutantes de rho1+ (Figura 68B). Posteriormente todo el módulo de 

integración se clonó en el plásmido integrativo pJK148, en el sitio XhoI-SacII de su 

secuencia de clonación múltiple. El vector se linearizó después mediante digestión con 

las enzimas NruI o Tth111I y las cepas mutantes rho1-CM1, rho1-CM2 o rho1-CM3 se 

transformaron con el plásmido linearizado que se integró en el locus leu1+. Finalmente, 

se comprobó que las cepas que crecían en medio sin leucina tenían integrados los 

alelos HA-rho1-CM en el locus leu1+. 

 
Figura 68. Módulos de integración de los alelos mutantes de rho1+. 
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5.9    Vectores de expresión  

5.9.1 Construcción del vector de sobreexpresión de los alelos mutantes de 
ppb1+ del sitio de unión a sustrato 

Para obtener los alelos mutantes ppb1-AF, ppb1-FA y ppb1-AA se encargaron unos 

fragmentos sintéticos de 698pb que codificaban parte de la secuencia de ppb1+ pero 

con las mutaciones que cambiaban los aminoácidos F368, F372 o ambos por alanina 

(Integrated DNA Technologies ITD). El vector KS-ppb1+ se cortó en los sitios Bcl1-Xho1 

dentro de la ORF de ppb1+ y el fragmento eliminado se reemplazó por el fragmento 

sintético previamente amplificado mediante PCR de alta fidelidad. El nuevo vector KS 

con la ORF que posee los alelos mutantes de ppb1+ se secuenció para comprobar la 

mutación de los sitios de interacción. Posteriormente las ORFs mutadas se clonaron en 

el sitio NdeI-BamHI de la secuencia de clonación múltiple del vector pREP41-EGFP y 

con este plásmido de sobreexpresión se transformó la cepa h+ leu1-32 ura4-D18 ade- 

ppb1Δ (Figura 69). 

 
Figura 69. Vector de sobreexpresión de ppb1+ y sus alelos mutantes. 

 

5.9.2 Construcción del vector de expresión de pxl1+, sus truncamientos y sus 

alelos mutantes del sitio de unión a calcineurina. 

Para obtener proteínas recombinantes en bacterias, las ORFs de pxl1+, pxl1ΔN+, 

pxl1Δ123 +, pxl1-M3+ y pxl1-M4+ se clonaron en el sitio NdeI-BamHI de la secuencia de 

clonación múltiple del vector pJC20 a partir de los vectores pJK148 que las contenían. 

A continuación, se clonó la ORF que codifica la proteína GST por delante de las ORFs, 

en el sitio NdeI-NdeI para que estuviese en fase y con los vectores obtenidos se 

transformó la estirpe BL-21 de E. coli (Figura 70). 

Figura 70. Vector de sobreexpresión de pxl1+, sus truncamientos y sus alelos mutantes. 
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6. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

6.1    Obtención de extractos celulares con TCA 

Los ensayos de Western blot para estudiar el estado de fosforilación de las proteínas se 

realizaron con extractos celulares de las distintas cepas precipitados con ácido 

tricloroacético (TCA) al 8%. Se recogieron 10 ml de células en fase exponencial 

(D.O.600nm = 0,5), se lavaron con 1 ml de TCA al 20%, se resuspendieron en 100 μl de 

TCA al 20% y se lisaron con bolitas de vidrio (G8772, Sigma) en una Fast-Prep FP120 

(Bio 101 Savant), durante 3 pulsos de 20 segundos a una potencia de 6,5 m/s. Se 

añadieron otros 150 μl de TCA al 20% y se centrifugó a 1.600 rpm durante 2 minutos 

para recoger el lisado y retirar las bolas de vidrio. Se añadieron 300 μl de TCA al 5% y 

se volvió a centrifugar a 1.600 rpm durante 2 minutos para lavar las bolas. Después se 

añadieron 700 μl de TCA al 5% al sobrenadante obtenido (concentración final de TCA 

8%) y se realizó una centrifugación a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C para 

precipitar las proteínas y retirar el TCA. Posteriormente se realizó una segunda 

centrifugación a 5.000 rpm durante 2 minutos a 4°C y se eliminó todo el TCA. Se 

resuspendió el “pellet” en 70 μl de tampón de carga 2X (SDS al 4%, glicerol al 20%, DTT 

100 mM y azul de bromofenol al 0,08%) y 70 μl de Tris-HCl 1 M pH 8,0. Se calentaron 

las muestras 10 minutos a 95°C y, a continuación, se centrifugaron durante 10 minutos 

a 13.000 rpm para recuperar el sobrenadante que se analizó mediante Western Blot. 

 

6.2    Obtención de extractos celulares 

Los extractos celulares para los ensayos de coinmunoprecipitación y pull down de las 

proteínas marcadas con distintos epítopos se realizaron a partir de 1 x 108 células que 

se resuspendieron en 300 μl del tampón de lisis que consta de Tris-HCl 20 mM pH8, 

EDTA 2 mM, NaCl 137 mM, glicerol al 10% y NP-40 al 0,5% con inhibidores de 

proteasas (aprotinina 2 μg/ml, leupeptina 2 μg/ml, pestatina 2 μg/ml y PMSF 1 mM). 

Las células se lisaron con bolas de vidrio (G8772, Sigma), en una Fast-Prep FP120 (Bio 

101 Savant) durante 3 pulsos de 20 segundos a una potencia de 6 m/s, 

comprobándose la rotura celular por observación al microscopio de contraste de fases. 

Los extractos se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 minutos para retirar los restos 

celulares. Todo el proceso se realizó a 4°C para evitar la degradación de las proteínas. 

La concentración de proteína de los extractos se cuantificó mediante el método 

colorimétrico descrito por  (Bradford, 1976) (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 

Biorad) y se preparó la muestra en tampón de carga 2X (SDS al 4 %, glicerol al 20 %, 

DTT 100 mM y azul de bromofenol al 0,08 %). 
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6.3    Ensayos de inmunoprecipitación 

Para los ensayos de coinmunoprecipitación se utilizaron extractos celulares (2-2,5 mg 

de proteína en un volumen de 500 μl) y se incubaron durante 2 horas con anticuerpos 

policlonales frente al epítopo HA o la proteína GFP. Después se añadieron 40 μl de 

proteína A-sefarosa (Protein A sepharose CL-4B, GE Healthcare) al 50 % en tampón de 

lisis y se mantuvo la incubación durante 2-4 horas más a 4°C. A continuación, los 

complejos unidos a la matriz de sefarosa se sedimentaron por centrifugación y se 

lavaron 5 veces con 1 ml de tampón de lisis o tampón de lavado. Los 

inmunoprecipitados se resuspendieron en 30 μl de tampón de carga 2X (SDS al 4 %, 

glicerol al 20 %, DTT 100 mM y azul de bromofenol al 0,08 %) para proceder a la 

electroforesis en geles de poliacrilamida. Los anticuerpos utilizados para la 

inmunoprecipitación fueron: 

  

• Anticuerpos policlonales de conejo frente al epítopo HA (Abcam), 2 μg.  

• Anticuerpos policlonales de conejo frente al epítopo GFP (Invitrogen), 2 μg.  

 

6.4    Ensayos de pull down 

Para analizar la interacción entre algunas proteínas se realizaron ensayos de pull down 

utilizando extractos celulares a los que se añadió la correspondiente proteína 

recombinante producida en bacterias. La interacción de la proteína de interés con la 

proteína recombinante permite que precipite con ella y se pueda observar en ensayos 

de Western blot. 

 

6.4.1 Producción de proteínas recombinantes (GST-Pxl1/Cam1) 

La sobrexpresión y purificación de las diferentes proteínas recombinantes se realizó en 

la estirpe BL-21 de E. coli transformada con el plásmido pJC20 conteniendo la ORF que 

codificara la proteína que se quiere producir. Las bacterias transformadas se incubaron 

a 28°C en 500 ml de medio LB con el antibiótico ampicilina (100 μg/ml) hasta que 

alcanzaron una D.O.600nm de 0,6-0,8. En este momento se añadió IPTG a una 

concentración final de 0,5 mM para inducir la expresión de las proteínas codificadas en 

la ORF del plásmido pJC20 y se incubaron 3 horas más a 28°C para evitar la formación 

de cuerpos de inclusión. Se recogieron las células por centrifugación a 5.000 rpm 

durante 5 minutos y se resuspendieron en 20 ml de tampón PBS (tampón fosfato 

salino: Na2HPO4 10 mM, KH2HPO4 2 mM, NaCl 137 mM y KCl 2,7 mM) frío al que se 

añadieron inhibidores de proteasas (pestatina 2 μg/ml, leupeptina 2 μg/ ml, aprotinina 

2 μg/ml y PMSF 1mM) y lisozima (2 mg/ml). Tras 30 minutos de incubación en hielo, las 

células se sonicaron 5 veces a una potencia de 15 μm de amplitud de onda durante 1 
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minuto. Se añadió Tritón TX-100 a una concentración final del 1% y se centrifugaron las 

células lisadas a 10.000 rpm durante 1 hora a 4°C para precipitar los restos celulares. 

A continuación, se añadieron al sobrenadante 600 μl de bolas de glutatión sefarosa 

(glutatión-sepharose 4B, GE Healthcare) al 50% previamente equilibradas con PBS y se 

incubaron durante 2 horas a 4°C. Las bolas de  lutatión-sefarosa con las proteínas 

recombinantes unidas se lavaron 3 veces con 40 ml de PBS con inhibidores de 

proteasas y se recogieron por centrifugación a 3.000 rpm. Por último, se 

resuspendieron al 50% en solución de lisis B o en tampón de unión (Tris-HCl 50 mM pH 

7,6, NaCl 20 mM, glicerol al 10%, MgCl2 2 mM, DTT 0,1 mM y NP-40 al 0,5%) 

nuevamente con inhibidores de proteasas a la misma concentración que la descrita 

anteriormente. La cantidad de proteína purificada se cuantificó mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie, 

comparándola con diferentes concentraciones conocidas de seroalbúmina bovina. 

Finalmente, la proteína recombinante se ajustó a una concentración de 0,5 g/l para 

añadirla los extractos celulares. 

 

6.4.2 Ensayo de unión 

Se prepararon de extractos celulares (2.5 mg de proteína total en un volumen de 500 

μl) de cepas que expresaban Ppb1-HA o HA-Rho1 marcadas con el epítopo HA, como 

se describió en el apartado 6.2 de Materiales y Métodos, pero utilizando tampón de 

lisis B o tampón de unión. Se añadieron 15 μg de la proteína recombinante 

correspondiente asociada a bolas de  lutatión sefarosa (glutatión-sepharose 4B, GE 

Healthcare) a los extractos totales y se incubaron durante 2 horas a 4°C. Tras la 

incubación se realizaron 3 lavados con 1 ml de tampón de lisis B. Después se centrifugó 

a 5.000 rpm durante 5 minutos y los precipitados se resuspendieron en 30 μl de 

tampón de carga 2X (SDS al 4%, glicerol al 20 %, DTT 100 mM y azul de bromofenol al 

0,08 %).  

 

6.5    Análisis de la actividad de Rho1 (GTP-Rho1) 

La cantidad de Rho1 activa se determinó mediante el ensayo de precipitación con 

bolas de sefarosa unidas a la proteína recombinante GST-RBD que contiene el dominio 

de unión a RhoA (RBD, Rho Binding Domain) de la proteína rotequina fusionado a la 

proteína GST (Reid et al., 1996b). Este dominio sólo se une de forma específica a Rho1 

cuando está activa, es decir, unida a GTP. 
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6.5.1 Producción de GST-RBD recombinante 

Para realizar este ensayo se sobrexpresó y purificó la proteína recombinante GST-RBD 

en una cepa DH5α de E. coli transformada con el plásmido pGEX-RBD. Las bacterias 

transformadas con dicho plásmido se incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB con el 

antibiótico ampicilina (100 μg/ml) hasta que alcanzaron una D.O.600nm de 0,6-0,8. La 

inducción y purificación de la proteína recombinante se realizó en las mismas 

condiciones descritas en el apartado 6.4.1 de Materiales y Métodos. La cantidad de 

proteína GST-RBD purificada se cuantificó mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% teñido con azul de Coomassie, comparándola con diferentes 

concentraciones conocidas de seroalbúmina bovina. Finalmente, la proteína 

recombinante se ajustó a una concentración de 0,3 g/l para añadirla a los extractos 

celulares. 

 

6.5.2 Ensayo de unión  

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas silvestre y ppb1Δ que expresaban HA-

Rho1 como se describió en el apartado 6.2 de Materiales y Métodos, pero utilizando 

tampón de lisis B. Se añadieron 10 μg de GST-RBD unida a bolas de glutation sefarosa a 

los extractos totales y se incubaron durante 2 horas a 4°C. Tras la incubación se lavaron 

3 veces con 1 ml de tampón de lisis B. Se centrifugó las bolas a 5.000 rpm durante 5 

minutos y los precipitados se resuspendieron en 30 μl de tampón de carga 2X (SDS al 

4%, glicerol al 20 %, DTT 100 mM y azul de bromofenol al 0,08 %).  

 

6.6    Electroforesis y electrotransferencia de proteínas 

Los extractos celulares totales o los precipitados se desnaturalizaron durante 5 

minutos a 95°C y las muestras provenientes de coinmunoprecipitación o pull down se 

centrifugaron además a 5.000 rpm durante 1 minuto para separar las bolas del 

sobrenadante. Las proteínas desnaturalizadas se cargaron en geles de poliacrilamida 

de diferente porcentaje (6-12%) y se separaron según su tamaño molecular mediante 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a una intensidad de 30 mA 

por gel, como describe (Laemmli, 1970). El tampón de carrera utilizado fue Tris/Glicina 

(24,8 mM/192 mM) y SDS al 0,1 % pH 8,3. Las proteínas se transfirieron a membranas 

de PVDF (Immobilon-P, Millipore) mediante el sistema Mini Protean III de BioRad, 

usando como tampón Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y metanol al 10 % pH 8,3, 

durante 90 minutos a 100 V. 

 

 

 

 



Materiales y métodos 
 

153 
 

6.7    Inmunodetección de proteínas  

Tras la electrotransferencia, las membranas se bloquearon en TBST (Tris-HCl 20 mM pH 

7,6, NaCl 137 mM y Tween 20 al 0,1% de SIGMA) con leche desnatada al 5%, durante 

toda la noche a 4°C o 45 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 

incubaron con el anticuerpo primario a la dilución apropiada en TBST con leche 

desnatada al 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 

4°C. Se lavaron 3 veces durante 10 minutos con abundante TBST y se incubaron 

después durante 60 minutos a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario 

anti-IgG unido a peroxidasa (HRP, horseradish peroxidase) diluido en TBST con leche 

desnatada al 5%. Las membranas se volvieron a lavar 3 veces con TBST y se añadió el 

sustrato de la peroxidasa (WesternBrightTM Sirius, HRP substrate Advansta, Ecogen) 

para la detección de su actividad por quimioluminiscencia. Las proteínas reconocidas 

por los anticuerpos se detectaron utilizando películas Medical X-Ray Film Blue 100 NIF 

(AGFA). Los anticuerpos utilizados fueron: 

 

• Anticuerpo monoclonal de rata frente al epítopo HA, HA high affinity, a una 

dilución de 1:10.000.  

• Anticuerpo monoclonal de ratón frente a la proteína GFP, JL-8 (BD Biosciences), 

a una dilución 1:3.000.  

• Anticuerpo monoclonal de ratón frente a la proteína actina, C4 (ICN 

Biomedicals), a una dilución 1:10.000.  

• Anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG de ratón unido a HRP (BioRad) a una 

dilución 1:10.000-1:15.000. 

• Anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG de conejo unido a HRP (BioRad) a una 

dilución 1:10.000. 

• Anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG de rata unido a HRP (Santa Cruz 

Biotechnology) a una dilución 1:15.000. 

• Anticuerpo policlonal anti-GST unido a HRP (GE Healthcare) a una dilución 

1:5.000. 
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6.8    Ensayos de proteómica 

Para los ensayos de proteómica realizados en el Instituto Curie se obtuvieron extractos 

celulares (5 mg de proteína total) de una cepa silvestre y otra cnb1Δ que expresaban 

una proteína quimérica formada por el dominio N-terminal de la paxilina (aminoácidos 

1-257) fusionado con la subunidad catalítica de la calcineurina (N-pxl1-ppb1). Esta 

proteína quimérica estaba marcada con la proteína fluorescente verde (GFP) en su 

extremo N-terminal y expresada bajo el control del promotor y el terminador de la 

paxilina. A partir de estos extractos se purificó la proteína quimérica en ambas cepas 

mediante la utilización de bolas magnéticas (uMACSTM GFP Isolation Kit, MACS Miltenyi 

Biotec) que se unen al epítopo GFP de la proteína quimérica y la retienen en la 

columna (uColumns, MACS Miltenyi Biotec) mediante un imán. Junto a la proteína 

quimérica quedan retenidas todas las proteínas que se asocian a ella. Finalmente, las 

proteínas retenidas se eluyeron y se enviaron al servicio de proteómica del Instituto 

Curie de París para su análisis mediante cromatografía líquida y espectrometría de 

masas (LC-MS/MS). 

 

6.9    Ensayo de fosfoproteómica 

Para los ensayos de fosfoproteómica se obtuvieron 8 mg de extractos celulares totales 

de las cepas silvestre y ppb1Δ que expresaban Rga7 y Ags1 marcadas con GFP. A partir 

de estos se purificó la proteína de interés mediante la utilización de bolas magnéticas 

(uMACSTM GFP Isolation Kit, MACS Miltenyi Biotec) que se unen al epítopo GFP de 

estas proteínas y la retienen en la columna (uColumns, MACS Miltenyi Biotec) 

mediante un imán. La proteína de interés se eluyó de la columna y su concentración se 

cuantificó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% teñido con azul de 

Coomassie, comparándola con diferentes concentraciones conocidas de seroalbúmina 

bovina. 

La obtención de los péptidos de Rga7 y Ags1 para su análisis se realizó mediante filter 

aided sample preparation, que permite la eliminación de los detergentes 

contaminantes, la digestión de las proteínas y la purificación de los péptidos obtenidos 

(Wiśniewski, 2018). Para ello se utilizó el kit Expedeon FASPTM Protein Digestion Kit 

(Thermo Fisher Scientific). Las muestras se trataron con urea 8M y se filtraron 

mediante centrifugación para eliminar los detergentes presentes en la muestra 

quedando las proteínas retenidas en el filtro comercial. Las proteínas, alquiladas por el 

tratamiento con urea, se digirieron en el mismo filtro con una combinación de enzimas 

(tripsina y endoproteinasa Lys-C). Los péptidos obtenidos tras la lisis se eluyeron del 

filtro utilizando acetonitrilo al 80% mediante centrifugación (Figura 71). Para la 

eliminación de posibles sales contaminantes, los péptidos se purificaron mediante 

cromatografía de exclusión por tamaño utilizando una columna ZebaTM Spin Desalting 

Columms (Thermo Fisher Scientific).  
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Figura 71.- Filter aided sample preparation (FASP). Esta técnica permite la eliminación de detergentes, 

digestión y purificación de la muestra. Adaptado de Erde et al., 2014. 

 

Tras la digestión se cuantificó la mezcla de péptidos mediante el ensayo colorimétrico 

cuantitativo de Pierce (PIERCE et al., 1953) Thermo ScientificTM PierceTM Quantitative 

Colorimetric Peptide Assay (Thermo Scientific). A continuación, se añadió a cada 

muestra el marcador isobárico de masas tandem mass tag (TMT) del kit Thermo 

ScientificTM TMTTM Isobaric Mass Tagging Kits and Reagents (Thermo Scientific). 
Finalmente, los péptidos de las muestras se mezclaron y se analizaron mediante 

espectrometría de masas (LC-MS/MS). Los péptidos se separaron según su tamaño por 

cromatografía líquida y se detectaron las modificaciones postraduccionales presentes 

en ellos por su relación carga/masa. 

 

7. TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA Y TINCIONES 

Para llevar a cabo estas técnicas se tomaron muestras de cultivos en medio líquido 

crecidos en fase logarítmica empleándose diversos microscopios: 

 

• Leica DM RXA y Nikon Eclipse TE-2000U: poseen un sistema de iluminación 

halógena con filtros para microscopía de contraste interdiferencial (DIC) y 

contraste de fases y objetivos de inmersión en aceite. Estos equipos están 

equipados con una cámara fotográfica digital Leica DFC350FX y una cámara 

Orca-ER acoplada al microscopio respectivamente. Ambos microscopios son 

controlados mediante el software MetaMorph® (MDS Analytical Technologies). 

 

• Personal Deltavision Microscope (Applied Precision): equipado con un 

microscopio invertido Olympus IX-70 controlado mediante el software 

softWoRx Resolve3D, y una cámara CoolSNAP HQ2 (PHOTOMETRICS). 
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• Spinning Disk: consta de un microscopio invertido Olympus IX-81, controlado 

mediante el software MetamorphR (MDS Analytical Technologies), una cámara 

Evolve y un módulo confocal de Spinning Disk CSU-X1 de Yokogawa. 

 

Las imágenes se procesaron posteriormente con los programas Image-J 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) y Adobe Photoshop CS4 (Adobe System, Inc). 

 

7.1    Microscopía de fluorescencia 

Para observar la localización de proteínas marcadas con proteínas fluorescentes, se 

utilizaron los filtros que dejan pasar la luz ultravioleta de una determinada longitud de 

onda, según los espectros de excitación-emisión propios de las proteínas fluorescentes 

utilizadas. Como referencia se tomaron imágenes de contraste interdiferencial 

(Nomarsky) o de contraste de fases. 

 

7.1.1 Fluorescencia directa con GFP o RFP 

La proteína verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoácidos 

procedente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz 

verde cuando se excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. Esta 

propiedad hace que esta proteína sea utilizada para la detección de la expresión y 

localización subcelular de proteínas in vivo. Para ello, hay que fusionar la secuencia de 

ADN que codifica esta proteína en fase con la del gen de la proteína objeto de estudio. 

Existen variantes de la proteína verde fluorescente utilizadas en los experimentos 

como la EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), más brillante que la original, que 

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

proteína amarilla fluorescente o YFP (Yellow Fluorescent Protein) que emite luz de 527 

nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 514 nm.  

Por otro lado, la proteína roja fluorescente (DsRFP), aislada del coral, emite luz de 586 

nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 556 nm de la que se han 

realizado diferentes modificaciones. Una de ellas es la proteína mCherry que emite luz 

de 610 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 587 nm y es más 

brillante y estable (Shaner et al., 2005) o la proteína TdTomato que emite luz de 581 

nm cuando es excitada con luz de 554 nm. Ambas proteínas fueron utilizadas en este 

trabajo. 

Pueden fusionarse varias repeticiones de una misma proteína en tándem para 

aumentar la intensidad de la luz de emisión. Además, el marcaje de distintas proteínas 

dentro de la célula con diferentes proteínas fluorescentes nos permitió realizar 

estudios de colocalización. 
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7.1.2 Tinción con calcoflúor 

En S. pombe el calcoflúor es un fluorocromo que se une fundamentalmente al β-(1,3)-

glucano lineal del septo y de los polos en crecimiento (Cortés et al., 2007). El calcoflúor 

emite fluorescencia azul cuando se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda. 

El calcoflúor (Blankophor BBH, Bayer Corporation) se preparó en agua a una 

concentración de 1 mg/ml añadiéndose gotas de KOH 10 N para facilitar su disolución. 

Finalmente se esterilizó por filtración y se guardó a 4°C protegido de la luz. La tinción 

de calcoflúor se realizó directamente sobre la muestra antes de su observación, 

añadiendo el calcoflúor a una dilución 1/6 (v/v). 

  

7.1.3 Tinción de actina 

Para esta tinción se utiliza la faloidina, una toxina extraída del hongo Amanita 

phalloides, que se une con alta afinidad a la actina F (actina polimerizada). La faloidina 

está conjugada al compuesto fluorescente Alexa-fluor 448 que emite luz de 520 nm 

cuando es excitada con luz de 493 nm. La tinción se realizó a partir del protocolo inicial 

descrito por Marks and Hyams, 1985, siguiendo las indicaciones y modificaciones 

realizadas por F. Chang. De un cultivo en fase exponencial de crecimiento se tomaron 5 

ml de células que se fijaron añadiendo 1 ml (1/5 del volumen del cultivo) de 

formaldehído al 16% (EM-grade MeOH Free, Polysciences) y 500 μl (1/10 del volumen 

del cultivo) de tampón PEM (PIPES 100 mM, EGTA 1 mM, Mg2SO4 1 mM, pH 6,9). Las 

células se incubaron en agitación durante 1 hora y posteriormente se lavaron 3 veces 

con tampón PEM. Se recogieron y se permeabilizaron resuspendiéndolas en PEM con 

Tritón T-X100 al 1% durante 30 segundos para permitir la posterior entrada de la 

faloidina fluorescente. Finalmente, las células se lavaron tres veces con PEM, se 

centrifugaron, se eliminó el sobrenadante y el “pellet” se resuspendió en el líquido 

restante. Se tomó 1 μl de células permeabilizadas y se mezcló con 8 μl de Alexa-fluor 

448-faloidina (Molecular Probes), resuspendida en PEM. Las muestras se incubaron en 

oscuridad durante 1 hora en un agitador orbital a temperatura ambiente y se 

examinaron con el microscopio de fluorescencia. Estas muestras pueden guardarse 

durante 1 o 2 días a 4°C antes de observarse al microscopio. 
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7.2    Video-microscopía a tiempo real 

Esta técnica consiste en la observación de células durante un periodo de tiempo, lo 

que permite ver su progreso a lo largo del ciclo celular. Se utilizaron cámaras 

multipocillo μ-Slide (Ibidi) con 0,3 ml de cultivos líquidos creciendo en fase logarítmica 

en uno de los 8 pocillos, previamente recubierto con 10 μl de lectina (Sigma-Aldrich) a 

1 mg/ml (Cortés et al., 2012). Los experimentos de video-microscopía se realizaron a 

25°C o 28°C gracias a una cámara termostatizada acoplada a los microscopios Personal 

Deltavision Microscope (Applied Precision) y Spinning Disk. Se capturaron imágenes en 

un único plano, en el punto medio de enfoque, a distintos intervalos de tiempo. 

 

8. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LOS DATOS 

Para el análisis informático de las secuencias de ADN y de proteínas, mapas de 

restricción y para realizar alineamientos de secuencias se utilizó el programa DNAStar y 

Clustal Omega. 

 

El análisis informático de los ensayos de fosfoproteómica se realizó utilizando el 

software Proteome Discover 2.1. 

 

Las secuencias de genes y proteínas y sus dominios se obtuvieron de la base de datos 

de S. pombe Pombase (https://www.pombase.org/). 

 

Las búsquedas bibliográficas se realizaron a través de la base de datos de NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). 

https://www.pombase.org/
https://www.pombase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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