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Introduccion

La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe

Elorganismo modelo utilizado para este trabajo eslalevadura de fision Schizosaccharomyces
pombe. Este hongo unicelular, perteneciente al filo Ascomycota, es un organismo haplodiplobionte
cuyo genoma de 13,8Mb contiene 4.824 genes repartidos en 3 cromosomas; | (5.7 Mb), Il
(4.6 Mb) y Ill (3.5 Mb).

S. pombe fue aislado por primera vez
por Lindner en 1893 en Africa oriental a partir
de una cerveza de mijo tipica de la region
(Figura 1). El nombre de la especie, pombe,
significa cerveza en swabhili. La mayoria de
las cepas de S. pombe utilizadas hoy en dia
en los laboratorios no proceden de la cepa
aislada originalmente por Lindner, sino de
un cultivo aislado en el Sur de Francia por A.
Osterwalder en 1921 a partir de un mosto
rancio, con un alto contenido en sulfuros.
Este cultivo fue utilizado por Urs Leupold

para la primera caracterizacion genética de

S. pombe y contenia, entre otras, células con
. % .

el tipo sexual h* (cepa 968), el tipo sexual Figura 1. llustracion de células de S. pombe segin la

h- (cepa 972) y el tipo sexual ht (cepa 975) descripcién original de Paul Lindner (Lindner, 1893).

(Leupold, 1949).

La levadura de fisién ha resultado ser un excelente organismo modelo por varios motivos.
Es un hongo unicelular en el que es posible utilizar tanto métodos genéticos clasicos como
moleculares y gendmicos. Asimismo, es un excelente modelo para estudiar la morfogénesis
celular debido a su forma cilindrica bastante uniforme, presentando crecimiento polarizado por
los extremos y dividiéndose por fisién media. La forma, tamafio y division celular son altamente
reproducibles en el laboratorio, por lo que, de manera sencilla, se pueden identificar mutantes

con morfologia, tamafio o patrones de divisidon aberrantes.

Ciclo de vida de S. pombe

Durante el crecimiento vegetativo S. pombe tiene forma cilindrica, con un tamafio de
unos 3-4 um de didmetro y una longitud de 7-8 um al comenzar el ciclo celular y de 12-15 um
en el momento de la divisidon celular. Las células de S. pombe crecen apicalmente, activando

el crecimiento en uno o los dos polos dependiendo del momento del ciclo celular en que se



Figura 2. Organizacién del citoesqueleto de S. pombe a lo largo del ciclo celular. llustracién adaptada de Chang y Martin,
2009.

encuentren (Figura 2). Tras la mitosis, las células activan el crecimiento Unicamente por el
polo heredado de la célula madre (polo “viejo”), proceso que se conoce como OETO (Old End
Take Off). Posteriormente, después del inicio de la fase G2, se activa el crecimiento por el polo
originado como consecuencia de la anterior separacion celular (polo “nuevo”). Esta transicion de
crecimiento monopolar a crecimiento bipolar se denomina NETO (New End Take Off). Cuando la
célula entra en mitosis, el crecimiento por los polos se detiene y la maquinaria de crecimiento
se localiza en la zona central donde se ensambla un anillo de actomiosina. Al finalizar la mitosis
los nucleos se separan y comienza la contraccién del anillo de actomiosina, que estd coordinada
con la adicién de nuevas membranas y la sintesis de material de pared celular que conducira a la

formacién del septo y posterior separacion de las células hijas.

Cuando las células agotan los nutrientes del medio, se produce una entrada en fase
estacionaria. Las células paran su ciclo celular en fase G1, detienen su crecimiento polarizado
tipico de la fase exponencial del crecimiento vegetativo y adquieren una morfologia mas

redondeada.

La fase predominante en el ciclo de vida de S. pombe es la haploide, en la cual presenta dos
tipos sexuales diferenciados conocidos como h*y h™ (Figura 3). Las cepas de S. pombe silvestres
son homotalicas, asi en una colonia se encuentran homogéneamente mezcladas células de ambos
tipos sexuales. Cuando dos células de tipos sexuales opuestos se encuentran en un medio pobre
en nutrientesinician el proceso de conjugacion. Mediante la formacion de un shmoo o proyeccion
de conjugacidn las células entran en contacto, lo que permite la fusién celular y la fusion de los
nucleos o cariogamia, dando como resultado la formacién de un zigoto diploide. El zigoto entra en
meiosis, dando lugar a la formacion de cuatro nicleos. Seguidamente ocurre la esporulacién, en

la que los cuatro nucleos son rodeados de membrana y pared celular originando las ascosporas
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Figura 3. Ciclo de vida de 5. pombe. manteniendo el mismo tipo sexual en todas

las células a lo largo de las generaciones. Esto
permite realizar deliberadamente cruces mezclando cepas de tipos sexual opuesto en un medio
adecuado.

Crecimiento polarizado

El crecimiento polarizado se define como el tipo de crecimiento que ocurre en regiones
confinadas y especificas de la célula. Este crecimiento es el que determina la morfologia celular.
En S. pombe, el crecimiento por dos zonas de dimensiones definidas y posicionadas en lados
opuestos de la célula eslo que origina la forma cilindrica tipica de S. pombe durante el crecimiento
vegetativo. El tipo de divisién mediante fisién media asegura que esta forma cilindrica tipica sea
heredada por las células hijas.

Establecimiento del crecimiento polarizado

EnS. pombeelestablecimientodelaszonasde crecimiento esta dirigido porlos microtubulos,
siendo critica la organizacion subcelular de éstos. Durante la interfase, los microtUbulos forman
de 2 a6 hacesalineadosalolargo del eje longitudinal de la célula (Hagan, 1998; Hoog et al., 2007).
Estos haces estan formados por 4 6 5 microtUbulos dispuestos de forma antiparalela que solapan
sus extremos (-) en los centros organizadores de microttbulos de interfase 0 iIMTOCs, localizados
en el centro de la célula. Este solapamiento depende de la nucleacidn de nuevos microtUbulos en
sentido antiparalelo a partir de microtubulos preexistentes y de una sofisticada maquinaria que
permite el deslizamiento de unos microtubulos sobre otros (Hoog et al., 2007; Janson et al., 2007;
Samejima et al., 2010). Esta organizacion asegura que en cada haz de microtUbulos los extremos
(+) crezcan hasta alcanzar ambos polos para posteriormente despolimerizarse rapidamente,
proceso conocido como catastrofe (Brunner y Nurse, 2000). El control espacial y temporal de la
catastrofe es crucial para la funcion de los microtubulos, asi el control espacial asegura que los
microtUbulos entren en contacto con los polos de la célula, mientras que el control temporal de

la catastrofe asegura que el nucleo permanezca centrado, ya que se halla unido a las regiones
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solapadas de cada haz. La posicion del nucleo a su vez determinard el lugar donde ocurrird la
division celular (Sohrmann et al., 1996). El nlcleo se mantiene en el centro de la célula gracias a
las fuerzas de empuje de los extremos (+) de los microtubulos al entrar en contacto con los polos
de la célula (Tran et al., 2001). Asi, la regulacién de la catastrofe debe permitir suficiente tension
para mantener el nucleo en el centro pero al mismo tiempo debe impedir que los microtubulos

crezcan demasiado y se curven al llegar a los polos.

En el extremo (+) de los microtubulos se acumula un grupo de proteinas estructural y
funcionalmente diverso que forman el complejo +TIP (plus-end tracking proteins). Estas proteinas
controlan la dindmica de los microtibulos permitiendo tanto el control espacial como temporal
de la catastrofe. En S. pombe el papel principal de estas proteinas es permitir a los microtubulos
crecer lo suficiente como para alcanzar los polos de la célula. Los principales componentes de
+TIP son Mal3, una proteina de la familia EB1; la kinesina Tea2; y Tip1, una proteina de la familia
CLIP-170 (Bieling et al., 2007; Brunner y Nurse, 2000; Busch et al., 2004).

Aunque el control local por parte de la actividad de +TIP no es critico para la regulaciéon
de la catastrofe, si que permite un mayor ajuste de la misma. Asi, por ejemplo, células que se
enfrentan a problemas en la replicacion del ADN activan la fosfatasa calcineurina cuya subunidad
catalitica es Ppb1. La calcineurina desfosforila a Tipl y esto produce un retraso en la catdstrofe
en el polo nuevo. Ademas estas células muestran un retraso en la entrada en NETO (Kume et al.,
2011). De forma similar, las proteinas Klp5 y Klp6, dos miembros de la familia de la kinesina-8,
inducen la catastrofe en los microtubulos (Grissom et al., 2009; Tischer et al., 2009; West et al.,
2001). Aun asi, los microtubulos sufren catastrofe al llegar a los polos independientemente de
estos mecanismos de control, por lo que deben de existir mecanismos moleculares adicionales

gue regulen la catastrofe de microtubulos.

El marcador de polaridad Teal, con similitud a las proteinas Kelch de Drosophila y Ezrina
de mamiferos, se acumula en los extremos (+) de los microttUbulos. Junto a Teal se encuentra
formando un complejo la proteina Tea4 que posee un dominio SH3 (Martin et al., 2005; Mata
y Nurse, 1997). El complejo Teal-Tea4 es transportado en los extremos (+) de los microtubulos
asociado al complejo+TIPy es anclado ala membrana celular de los polos mediante la interaccion
de Teal con las proteinas Mod5 vy Tea3 (Arellano et al., 2002; Snaith et al., 2005; Snaith y Sawin,
2003). Mod5 es una proteina anclada a la membrana mediante prenilacidon y necesaria para el
anclaje de Teal en ambos polos (Snaith y Sawin, 2003), mientras que Tea3, una proteina similar
a Teal, secuestra a Teal en el polo de no crecimiento antes de NETO (Snaith et al., 2005). A su
vez, Tead juega un papel en el anclaje del complejo Teal-Tea4 en el polo de crecimiento (Martin
et al., 2005; Tatebe et al., 2005). Asi Tea3 y Tea4 promueven el anclaje de Teal cada una en un
polo especifico. A pesar de la aparente linearidad del proceso, este mecanismo es mucho mas
complejo, ya que Teal regula, a su vez, la localizacion de las proteinas previamente mencionadas
(Figura 4).

En el polo de crecimiento, Tea4 se une directamente a For3, la formina responsable de la

formacién de cables de actina durante interfase, sirviendo como puente de unién entre Teal
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Figura 4. Esquema del establecimiento de la polaridad en S. pombe. Ilustracion adaptada de Huisman y Brunner, 2011.

y For3 (Feierbach y Chang, 2001; Nakano et al., 2002). Junto a For3 se unen sus activadores:
la GTPasa de la familia Rho Cdc42, Bud6, que se une a actina y a For3, y Pobl (Martin et al.,
2007; Rincén et al., 2009), formando parte del complejo de Teal-Tea4 en el polo de crecimiento
(Feierbach et al., 2004; Glynn et al., 2001). La proteina de fusién Teal-For3 permite localizar a
For3 en los polos independientemente de Tea4 y es suficiente para promover el crecimiento
bipolar en células retenidas en la fase G1, antes del proceso de NETO (Martin et al., 2005). Esto
indica que el ensamblaje de cables de actina en los polos seria suficiente para desencadenar el

crecimiento polarizado en las células (Feierbach y Chang, 2001; Sawin, 2002).

Se ha sugerido que la quinasa Pom1 actua por debajo de Teal conectando la sefializaciéon
de microtUbulos y actina para asegurar la posicion del crecimiento. Pom1 pertenece a la familia
de quinasas DYRK (dual specificity Yak-related kinase) (Bahler y Pringle, 1998) y se localiza en los
polos de forma dependiente de Tea4, y en menor medida de Teal. Las células carentes de Pom1
tienen crecimiento monopolar y ademas presentan una localizacion asimétrica de los anillos de
actomiosina, dando como resultado células de tamafio desigual. Pom1 se une directamente a
fosfolipidos de la membrana plasmatica cargados negativamente a través de un motivo con carga
positiva. La autofosforilacion de Pom1 en este dominio inhibe su localizacién en la membrana. La
fosfatasa Dis2, que se localiza en los polos mediante su interaccion con Tea4 (Alvarez-Tabares et
al., 2007; Ohkura et al., 1989) desfosforila a Pom1 favoreciendo su asociacion con la membrana
plasmatica. Cuando Pom1 difunde lateralmente por la membrana plasmatica, Dis2 no puede
desfosforilarla, disociandose gradualmente de la membrana y credndose un gradiente de Pom1
desde los polos de la célula (Hachet et al., 2011). Este gradiente le permite a la célula integrar
informacion espacial relativa al tamafio y la geometria celular de una manera que depende
indirectamente de los microtUbulos (Bahler y Pringle, 1998; Padte et al., 2006; Saunders et al.,
2012; Tatebe et al., 2005).

El citoesqueleto de actina en S. pombe

El citoesqueleto de actina tiene un papel muy importante en el inicio del crecimiento

polarizado. Se ha demostrado con ensayos de regeneracién de protoplastos que el crecimiento
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Figura 5. Citoesqueleto de actina. Esquema de las diferentes estructuras de actina durante el ciclo de vida de S. pombe.

llustracion adaptada de Kovar et al., 2011.

se inhibe cuando se lleva a cabo el experimento en presencia de citocalasina D, que inhibe la

polimerizacién de la actina (Kobori et al., 1989).

En S. pombe la actina esta codificada por un Unico gen, actl*, y existe en dos estados: la
actina globular, G-actina, que es la forma minoritaria y la actina polimerizada o filamentosa, la
F-actina. El citoesqueleto de actina de S. pombe es relativamente simple, formando durante el
crecimiento vegetativo tres estructuras bien definidas: los parches de actina, los cables de actina
y el anillo contractil de actomiosina (Marks y Hyams, 1985). Durante la conjugacién aparece una
estructura de actina adicional de la que se desconoce la organizacién de los filamentos (Figura
5) (Petersen et al., 1998a).

LOS PARCHES DE ACTINA

Los parches de actina son filamentos cortos y ramificados que llegan a constar de hasta
150 filamentos ramificados y alcanzan un tamafio de 100-200 nm de longitud (Berro et al., 2010;
Sirotkin et al., 2010).

Los parches de actina se ensamblan en sitios de endocitosis que acompafian al crecimiento
polarizado en los polos durante la interfase y en la zona media cuando las células se dividen
(Arellano et al., 1997; Balasubramanian et al., 1998; Gachet y Hyams, 2005), lo que sugiere que
la funcion endocitica de los parches de actina acompafia a la sintesis y remodelacion de la pared
celular. Se ha demostrado recientemente que los parches de actina son necesarios en el proceso
de endocitosis para contrarrestar la elevada presion de turgencia de las células de levadura
(Aghamohammadzadeh y Ayscough, 2009; Minc et al., 2009). De todos modos, no se puede
excluir una posible funcion de los parches de actina en exocitosis, ya que algunos mutantes con
defectos en los componentes de los parches muestran acumulaciones de vesiculas post-Golgi
(Moseley y Goode, 2006).

La nucleacién de los parches de actina es llevada a cabo por el complejo Arp2/3 (actin-
related-protein), estimulada por tres factores promotores de nucleacién: Pani, similar a Eps15;
Wsp1l de la familia WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome Protein) y la miosina de tipo | Myo1l (Lee
et al., 2000; Sirotkin et al., 2010; Toya et al., 2001). Ademas en los parches hay otras proteinas

implicadas en la estabilidad y en la regulacion de la dindmica de los parches y de otras estructuras
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de actina. Asi la fimbrina, Fim1, da rigidez a la estructura del parche de actina (Skau y Kovar, 2010);
la profilina, Cdc3, es una proteina de unioén a actina implicada en nucleacién y polimerizacion de
filamentos de actina; la coronina, Crn1, estd asociada a los parches y determina la extension de los
filamentos de actina; y las cofilinas, Adf1 y Gmf1 se unen a los filamentos e inducen su ruptura en
fragmentos mas cortos para que el parche de actina se desensamble mas rapidamente una vez
finalizado el proceso de endocitosis asociado a la internalizacién del parche (Figura 6) (Gandhi
et al., 2010; Humpbhries et al., 2002; Moseley y Goode, 2006; Nakano et al., 2010; Sirotkin et al.,
2005).

LOS CABLES DE ACTINA

Los cables de actina se extienden a lo largo del eje longitudinal de las células en interfase
orientados de tal manera que la polimerizacién ocurre por el extremo mas cercano a los polos
(Kamasaki et al., 2005). Esta orientacién asegura el transporte a los polos del material requerido

para el crecimiento polarizado.

Los cables de actina estan compuestos de haces de filamentos cortos de actina paralelos
que, durante interfase, son ensamblados por For3, de la familia de las forminas (Feierbach y
Chang, 2001; Kamasaki et al., 2005; Nakano et al., 2002). Se han descrito pocas proteinas de
unién a filamentos de actina que se unan a los cables, tan solo la tropomiosina Cdc8, una proteina

estabilizadora de filamentos de actina y la coronina, Crn1 (Pelham y Chang, 2001).

Los cables de actina formados por For3 no son esenciales para la viabilidad celular, pero
contribuyen al crecimiento polarizado ya que sirven como vias a través de las cuales las miosinas
de tipo V, como Myo52, pueden transportar vesiculas de secrecion (Motegi et al., 2001), vy
participan en el movimiento de los parches de actina (Figura 6) (Martin y Chang, 2006; Pelham
y Chang, 2001).

Cuando se produce la transicidn a crecimiento bipolar, se establecen cables de actina en
el polo nuevo y los parches de actina son redirigidos a dicho polo, aunque la distribucion de los
mismos no es completamente simétrica, ya que el polo viejo mantiene 1,5 veces mas cantidad

de parches que el nuevo (Gachet y Hyams, 2005).

Durante la mitosis, los cables se reorientan de tal manera que se polimerizan desde la

Complejo parches cables

Arp2/3

Figura 6. Organizacion de la F-actina en las diferentes estructuras del citoesqueleto de actina. Ilustracion adaptada de Kovar et
al., 2011.



zona media, permitiendo el transporte de los materiales necesarios para la formacién del anillo
contractil y el septo (Kamasaki et al., 2005). La nucleacién de estos cables depende de la formina
Cdc12 y es esencial para la formacion del anillo de actomiosina necesario para la division celular
(Chang et al., 1997).

Ademas de For3 y Cdcl2, en S. pombe existe otra formina, Fusl, que estd relacionada con

el proceso de fusion celular durante la conjugacion (Petersen et al., 1998b).

EL ANILLO DE ACTOMIOSINA

Es una estructura esencial para la division celular que esta formada por filamentos de
actina y de miosina de tipo Il (Figura 6) (Balasubramanian et al., 2004). Se ensambla en la regiéon
media de la célula y su contraccion se produce de forma coordinada con el depdsito de nueva

membrana y de material de pared celular.

La secrecion polarizada en S. pombe

Para llevar a cabo el crecimiento polarizado es necesaria una secrecion polarizada de nuevo

material de membrana (lipidico y proteico) en las zonas de crecimiento activo de la célula.

Las vesiculas exociticas se generan en el Aparato de Golgi y son transportadas a través
de los cables de actina por las miosinas de tipo V hasta la membrana plasmatica de las zonas
de crecimiento (Figura 7). La fusion de las vesiculas a la membrana plasmatica es facilitada por
las proteinas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein REceptor)
presentes en la membrana de la vesicula (v-SNARE) y en la membrana plasmatica (t-SNARE). En
Saccharomycescerevisiaeseidentificaronunaseriede proteinasnecesarias parael pasointermedio
entre la llegada de las vesiculas a la membrana y la fusién mediada por las proteinas SNARE.
Mutaciones en estas proteinas producian acumulacion de vesiculas incapaces de fusionarse con
la membrana plasmatica que conducian a defectos de crecimiento y de secrecién (Novick et al.,

1981; Novick et al., 1980). Muchas de —‘ s Erocisto
«gm= Cable de actina

esas proteinas fueron posteriormente ® | Proteina Beb
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pertenece a la familia de complejos
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Figura 7. La secrecidon polarizada. Ilustracion adaptada de Vazquez-

anclaje de vesiculas a su membrana de ) )
Martinez y Malagoén, 2011.

destino, asi como la regulacion espacial
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y temporal del ensamblaje de los complejos SNARE (Grote et al., 2000; Pfeffer, 1996; Whyte y
Munro, 2002).

Estudios bioquimicos y de microscopia electrénica en diferentes organismos predicen que
las subunidades que forman el exocisto se empaquetan unas al lado de otras de manera que
forman una estructura en forma de Y, lo que sugiere que, con sus dos brazos, el exocisto podria
conectar los elementos que le permiten unirse a la membrana de la vesicula y a la membrana
plasmatica (Baek et al., 2010; Dong et al., 2005; Hsu et al., 1998; Hutagalung et al., 2009; Munson
y Novick, 2006).

La composicion del complejo del exocisto esta muy conservada en los organismos eucariotas
y consta de 8 subunidades Unicas: Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70y Exo84. Mientras
que en S. cerevisiae todas son esenciales excepto Sec3 (Finger y Novick, 1997; Novick et al.,
1980), en S. pombe todas son esenciales salvo Exo70 (Bendezu et al., 2012; Jourdain et al., 2012;
Wang et al., 2002). En la levadura de fisidn, las cepas termosensibles con mutaciones en estas
proteinas son defectuosas en la degradacién del septo vy la falta de actividad de este complejo
provoca un defecto de secrecién (Wang et al., 2002). Al estar relacionado con la exocitosis
polarizada de vesiculas, el exocisto se localiza en las zonas de crecimiento activo, en los polos
durante el crecimiento y en el septo durante la separacién (Bendezu et al., 2012; Wang et al.,
2002).

El trafico de membranas en el interior celular esta estrictamente regulado y coordinado
en todas sus etapas desde la formacidn de las vesiculas, su transporte a través del citoesqueleto
y su anclaje y posterior fusién a la membrana. Las GTPasas de la familia Rab participan en esta
regulacion, permitiendo el trafico de proteinas de membrana desde el Aparato de Golgi hasta
la membrana plasmatica y su posterior reciclado. Las GTPasas de la familia Rab son el grupo
mas numeroso de la superfamilia de GTPasas Ras, con 11 componentes en S. cerevisiae, 8 en S.
pombe y mas de 60 en humanos. Estas GTPasas no actlan como elementos individuales, sino de
manera coordinada unas con otras a través de diferentes mecanismos para regular cada paso del
transporte. Estos mecanismos incluyen activadores e inhibidores de las GTPasas, efectores que
se unen a multiples GTPasas y bucles de retroalimentacion positiva generados por la interaccion
de efectores de una GTPasa con los activadores de otra. Ya que cada GTPasa recluta su propio
grupo de efectores, las transiciones de unas GTPasas Rab a otras ayudan a definir cambios en
la funcionalidad de los compartimentos de membrana con los que estan asociadas (Mizuno-
Yamasaki et al., 2012).

En S. cerevisiae, cuando las vesiculas secretoras emergen del Trans Golgi Network (TGN) sus
membranas contienen fosfatidil inositol 4-fosfato (PtdIns4P). En estas condiciones, las GTPasas
de la familia Rab Ypt31/32, homdlogas de Rab1, interaccionan con la quinasa de fosfatidil inositol
4-fosfato, PIK1, encargada de la formacién de PtdIns(4,5)PZ, y juntas reclutan a Sec2, que es un
factor activador de intercambio de nucledtidos de Guanina (GEF) de la GTPasa Rab Sec4, de forma
que se produce un activacion de GTPasas en cascada (Walch-Solimena et al., 1997). A medida

que la vesicula secretora se aleja del Golgi se va produciendo una transicion en la activacion de
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Figura 8. La activacion del exocisto en S. cerevisiae. llustracién adaptada de Wu et al., 2008.

las GTPasas desde Ypt31/32 a Sec4. Concomitantemente, a medida que se va sustituyendo el
PtdIns4P por Ptdins(4,5)P,, la afinidad Ypt31/32 por Sec2 disminuye y aumenta la afinidad por
el componente del exocisto Sec15 (Medkova et al., 2006; Mizuno-Yamasaki et al., 2010). De esta
forma Sec4 es capaz de regular el ensamblaje del exocisto (Goud et al., 1988; Guo et al., 1999;
TerBush y Novick, 1995). Ademas, cuando bajan los niveles de PtdIns4P en la membrana de la
vesicula, la miosina de tipo V Myo2 es capaz de unirse con ayuda de las GTPasas Rab vy la vesicula
comienza a desplazarse hacia la zona de crecimiento (Santiago-Tirado et al., 2011). En S. pombe
se ha relacionado a las Rab GTPasas Ryh1, Ypt3 e Ypt2 con la ruta exocitica (Craighead et al.,
1993; Cheng et al., 2002; He et al., 2006).

En S. cerevisiae todas las subunidades del exocisto salvo Sec3 y Exo70 llegan a las zonas de
crecimiento en vesiculas, a través de los cables de actina (Boyd et al., 2004), mientras que Sec3
parece llegar por otro mecanismo independiente y Exo70 parece llegar a los sitios de crecimiento
polarizado tanto acompafiando a las vesiculas como de manera independiente (Figura 8) (Boyd
et al., 2004). De esta forma, Sec3 y Exo70 actuarian de manera redundante, indicando donde se
tiene que ensamblar el complejo del exocisto para permitir el anclaje de la vesicula (Hutagalung
et al., 2009). Las GTPasas de la familia Rho, Rhol, Rho3 y Cdc42 intervienen en la activacion del
exocisto a través de Exo70y Sec3 (Adamo et al., 2001; Adamo et al., 1999; Baek et al., 2010; Guo
et al., 2001; He et al., 2007; Robinson et al., 1999; Wu et al., 2010; Yakir-Tamang y Gerst, 2009;
Yamashita et al., 2010; Zhang et al., 2001).

Ademas del anclaje de la vesicula, el exocisto también interviene en asegurar el correcto
ensamblaje del complejo SNARE. Asi, en S. cerevisiae, el componente del exocisto Sect
interacciona con la t-SNARE Sec9 (Morgera et al., 2012; Sivaram et al., 2005). De esta forma el

exocisto ejerce un control espacial y temporal de la activacion del complejo SNARE de exocitosis.

La ruta endocitica

La endocitosis es el proceso mediante el cual materiales extracelulares o unidos a la

membrana plasmatica se transportan al interior celular incluidos en vesiculas.

Se ha propuesto que la endocitosis es un proceso que compensa la exocitosis (Pruyne y
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Bretscher, 2000). Por tanto, ambos procesos parecen estar relacionados y son necesarios para
un crecimiento polarizado. El papel de la endocitosis en el crecimiento polarizado de S. pombe es
menos evidente que en el crecimiento apical de hongos filamentosos (Abenza et al., 2009). Sin
embargo, es previsible que sea importante para el reciclado de proteinas vy lipidos en las zonas

de crecimiento activo (Gachet y Hyams, 2005).

Como se ha comentado anteriormente, la endocitosis en S. pombe estd asociada al
citoesqueleto de actina (Arasaday Pollard, 2011; Gachety Hyams, 2005). Las vesiculas endociticas
se forman como invaginaciones de lamembrana plasmatica que posteriormente se liberan de ésta
y se desplazan hacia el interior celular. Estas vesiculas se fusionan con otras vesiculas endociticas,
formando el compartimento denominado endosoma temprano. En este compartimento, las
proteinas endocitadas pueden continuar por dos rutas diferentes. Las proteinas que van a ser
recicladassondirigidas alos endosomas especializados enreciclaje y retornan a través de vesiculas
ala membrana plasmatica. Por otra parte, las proteinas ubiquitinadas, que van a ser degradadas,
son reconocidas por los complejos ESCRTs (Endosomal Sorting Complex Required for Transport),
contindan en el endosoma temprano que madura hasta formar el cuerpo multivesicular (MVB)
o endosoma tardio. En el endosoma tardio, las vesiculas unidas a su carga se invaginan hacia
el interior del orgdnulo. Por ultimo, el cuerpo multivesicular se une con vesiculas derivadas
del Aparato de Golgi pertenecientes a la ruta hidrolitica. De esta manera surgen las vacuolas,
donde se produce la degradacion de las proteinas. Aparte de esta ruta, otra procedente del
Aparato de Golgi, denominada ruta AP-3, por el complejo adaptador de sus vesiculas, transporta
proteinas directamente a la vacuola para evitar su inclusion en las membranas de los cuerpos
multivesiculares. En contraposicion a la ruta hidrolitica que se dirige desde el Aparato de Golgi
hacia los cuerpos multivesiculares, existe una de sentido opuesto, que permite el reciclaje de

membranas y proteinas adaptadoras, denominada ruta del retromero (Figura 9).

En levaduras, cada uno de
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Figura 9. Trafico interno de membranas.
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Las Vacuolas

Aparte de intervenir en la degradacion de proteinas de la superficie celular, las vacuolas
intervienen en el reciclado de proteinas y el mantenimiento de los compartimentos subcelulares,
juegan un papel esencial en la regulacion de la osmolaridad y en la homeostasis de iones y son
un importante reservorio de aminodcidos, iones y polifosfatos. En S. cerevisiae la vacuola es el
organulo mas prominente y morfoldgicamente es distinguible por su gran tamafio, que supone
un cuarto del volumen total de la célula. En cada ciclo celular, las vacuolas de S. cerevisiae se
dividen de forma activa entre las células madre e hija (Catlett y Weisman, 2000). La morfologia
de las vacuolas cambia rapidamente en respuesta a cambios osmoticos en el medio. Asi la
exposicion a medios hipotdnicos produce la rapida fusién de las vacuolas, mientras que los
gradientes hiperténicos del medio causan su fragmentacion (Bone et al., 1998; Brett y Merz,
2008). Las vacuolas de S. cerevisiae se pueden aislar facilmente por métodos bioquimicos y
mediante su incubacién con ATP, las vacuolas se unen y posteriormente se fusionan (Wickner,
2002; Wickner y Haas, 2000). En la fusion de las vacuolas intervienen una serie de proteinas que
regulany catalizan este proceso, entre las que destacan la GTPasa de la familia Rab Ypt7 (también
conocida como Vam4) (Haas et al., 1995), las cuatro proteinas SNARE de vacuola (Nyv1, Vtil,
Vam3y Vam?7) y el complejo hexomérico HOPS (Seals et al., 2000; Wurmser et al., 2000). Aparte
de estas proteinas y complejos existen otras proteinas que afectan a la fusion, entre las que cabe
destacar la calmodulina (Peters y Mayer, 1998), la actina (Eitzen et al., 2002), Bem1 (Xu y Wickner,
2006), la proteina fosfatasa | (PP1) (Peters et al., 1999), el proteasoma (Kleijnen et al., 2007), la
dinamina Vps1 (Peters et al., 2004), la V-ATPasa (Strasser et al., 2011) y las GTPasas de la familia
Rho, Cdc42 y Rhol (Eitzen et al., 2001; Muller et al., 2001). Aparte de estas proteinas, ciertos
lipidos de las vacuolas son importantes para su fusion, entre los que se encuentran el ergosterol
(ERG), el diacilglicerol (DAG), los fosfoinositidos PtdIns3P y PtdIns(4,5)P,, fosfatidil etanolamina
(PE) y 4cido fosfatidico (PA) (Fratti et al., 2004; Kato y Wickner, 2001; Mayer et al., 2000; Mima y
Wickner, 20093, b; Seeley et al., 2002).

A diferencia de S. cerevisiae, S. pombe contiene entre 40 a 80 vacuolas de pequefio
tamafio dispersas por toda la célula, lo que supone un menor problema para la célula a la hora
de repartirlas entre las células hijas (Bone et al., 1998). De la misma manera que en S. cerevisiae,
la morfologia de las vacuolas cambia rapidamente cuando las células son sometidas a estrés.
Por ejemplo, la resuspension de las células en un medio hipotdnico causa que las vacuolas de
pequefio tamafio se fusionen para formar dos grandes vacuolas. La regulacién morfoldgica de
las vacuolas también depende de otros tipos de estreses, como el nutricional a través de los
complejos TORC1 y TORC2 de la ruta TOR (Tatebe et al., 2010; Valbuena et al., 2012). El hecho
de que la levadura S. pombe posea tantas vacuolas y que éstas no se fusionen hasta formar
grandes vacuolas hace que haya sido interesante estudiar en ella los mecanismos que impiden
la fusién vacuolar y mantienen el equilibrio entre fisién y fusién. En S. pombe, ademas de la
GTPasa de la familia Rab Ypt7 que interviene en la fusion de las vacuolas (Bone et al., 1998),

existe una segunda GTPasa Rab, Ypt71, cuya delecion produce la formacion de grandes vacuolas,
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al contrario de los efectos de la delecion de Ypt7. Ypt71 interacciona con el complejo HOPS de
S. pombe impidiendo la fusion vacuolar, de tal manera que la competicién entre Ypt7 e Ypt71
regula la tasa de fusion vacuolar y por tanto el tamafio y el nimero de vacuolas (Kashiwazaki et
al., 2009). Las GTPasas similares a la dinamina también regulan el equilibrio entre fisién y fusion
vacuolar y la forma de las vacuolas. Una de ellas, Dnm1, interviene en las Ultimas etapas de la
fision vacuolar (Rothlisberger et al., 2009).

Biosintesis y composicion de la pared celular de S. pombe

La pared celular es una estructura externa alamembrana plasmatica que poseen las plantas,
los hongos y las bacterias. Estd compuesta fundamentalmente por polimeros de glucosa de
estructura fibrilary para estos organismos es vital ya que les permite soportar la presién osmotica
intracelular y actla como barrera protectora ante daflos producidos por el medio externo. La
pared celular es importante en estudios de morfogénesis y polaridad celular ya que, a pesar de
su rigidez, es muy dindmica y sufre numerosos cambios de composicién y estructura durante
el crecimiento vy las distintas etapas de vida de los hongos y levaduras. Durante el crecimiento
polarizado, la pared celular debe ser modificada, manteniendo a la vez la integridad celular. Al
igual que en otras levaduras, en S. pombe esta estructura juega un papel muy importante en el
proceso de morfogénesis ya que al eliminar la pared mediante un tratamiento enzimatico, las

células pierden su forma y adquieren una morfologia esférica (Osumi et al., 1998).

Composicion de la pared celular

La pared celular fungica estd constituida basicamente por un conjunto de polisacaridos
cuya cantidad varia en las diferentes especies (Cabib et al., 1988). La pared celular de S.
pombe contiene cuatro tipos de glucano que constituyen el 85 % del total de la pared: B-(1,3)-
glucano lineal, a-(1,3)-glucano con una pequefla proporcion de enlaces a-(1,4), B-(1,3)-
glucano ramificado y B-(1,6)-glucano muy ramificado. Ademas contiene alrededor de un 15 %
de galactomanoproteinas (Humbel et al., 2001; Magnelli et al., 2005; Manners y Meyer, 1977,
Sugawara et al., 2003).

La pared celular de S. pombe se observa al microscopio electrénico de transmisién como
una estructura trilaminar, con dos capas externas densas a los electrones y una capa interna
menos densa compuesta principalmente por ay B-glucanos (Humbel et al., 2001; Osumi, 1998).
El galactomanano se localiza en las dos capas densas a los electrones (Horisberger y Rouvet-
Vauthey, 1985). El septo de division estd muy organizado y presenta una capa interna menos
densa a los electrones denominada septo primario, que estd compuesta fundamentalmente por
B-(1,3)-glucano, a ambos lados se situan los dos septos secundarios de composiciéon similar a la
pared celular lateral (Humbel et al., 2001; Sugawara et al., 2003).
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Biosintesis y regulacion de la pared celular

B-GLucANO

El término B-glucano engloba los polisacaridos formados por mondmeros de D-glucosa
unidos por enlaces -(1,3) o B-(1,6). En esta levadura representa un 46-54 % del contenido total
de la pared, siendo el principal componente de la misma vy el responsable de la fuerza mecanica
y del mantenimiento morfoldgico de la célula (Ishiguro, 1998). En S. pombe se distinguen tres

tipos de B-glucano:

A. B-(1,3)-glucano lineal: Lo componen mondmeros lineales de B-(1,3)-glucano y es el

componente fundamental del septo primario (Humbel et al., 2001).

B. B-(1,3)-glucano con ramificaciones 3-(1,6): Es el componente mas abundante y consta de
cadenas lineales con residuos de glucosa unidos por enlace B-(1,3) y con ramificaciones
laterales mediante enlaces B-(1,6). Este polimero es el primer polisacarido que se
deposita en la nueva pared en formacion durante la regeneracién de protoplastos
(Osumi et al., 1998). Se extiende por toda la pared celular y se encuentra tanto en el

septo primario como secundario (Humbel et al., 2001).

C. B-(1,6)-glucano muy ramificado: Estd constituido por monémeros de D-glucosa unidos
por enlaces B-(1,6) que contienen frecuentes ramificaciones en B-(1,3) (Manners y
Meyer, 1977). Es un componente minoritario en la pared celular y se le ha denominado
diglucano (Magnelliet al., 2005). Este polisacarido se distribuye por toda la pared celular,

situandose mas préximo a la capa de galactomanano externa (Humbel et al., 2001).

La enzima responsable de la biosintesis del B-(1,3)-glucano de la pared celular
es la denominada B-(1,3)-glucan sintasa (BGS) (UDP-glucosa: [-(1,3)-D-glucano-3-B-D-
glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34). En S. pombe se han identificado cuatro genes que podrian
codificar subunidades cataliticas del complejo B-glucan sintasa: bgsl1*, bgs2*, bgs3* vy bgs4*
(B-glucan synthase). Todos ellos son esenciales en distintos momentos del ciclo de vida de
la levadura de fisién (Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2002; Liu et al., 2000; Liu et al., 1999;
Martin et al., 2003; Martin et al., 2000). Las proteinas Bgs son proteinas transmembranales de
elevado peso molecular (aproximadamente 200 kDa) y que presentan similitud con Fks1 y Fks2,
las B-glucan sintasas descritas en S. cerevisiae (Mazur et al., 1995). La B-(1,3)-glucan sintasa
tiene ademas una subunidad reguladora, constituida por la GTPasa Rho1l (Arellano et al., 1996).
Tanto Bgsl como Bgs3 y Bgs4 se localizan en el anillo medio y a lo largo del septo durante la
divisién celular, en los polos en crecimiento y en todos los sitios donde se produce sintesis o
remodelacién de la pared celular durante la diferenciacién sexual y la germinacién de las esporas
(Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2002; Liu et al., 2002; Martin et al., 2003), mientras que Bgs2 es
la hipotética subunidad catalitica BGS durante el proceso de esporulacion, siendo imprescindible

para la correcta maduracién de las esporas (Liu et al., 2000; Martin et al., 2000).

Bgs1 (Cpsl) es la responsable mayoritaria de la sintesis del B-(1,3)-glucano lineal, que a su

vez es responsable de la formacion de la estructura del septo primario (Cortés et al., 2007). Sin
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embargo, el hecho de que las células con una represion de bgs1* muy drastica todavia presenten
numerosas estructuras de septos primarios aberrantes y considerables cantidades de B-(1,3)-
glucano lineal ha llevado a sugerir la participacion de otras BGS en su sintesis, en la que Bgsl
tendria el papel principal (Cortés et al., 2007). Por otra parte, Bgs3 es esencial para la viabilidad
y la polaridad celular durante el crecimiento vegetativo. La represion de bgs3* origina células
redondeadas e hinchadas que dejan de crecer, sin embargo, la actividad BGS y el B-(1,3)-glucano
de la pared celular de estas células carentes de Bgs3 son normales, mostrando una pared celular
mas gruesa y un notable aumento del a-glucano (Martin et al., 2003). Bgs4 es esencial para
el mantenimiento de la integridad celular, tanto durante el crecimiento polarizado como en
la citocinesis, asi como para la germinacion de las esporas y se ha propuesto como la enzima
mayoritaria encargada de la sintesis del septo secundario y del B-glucano de la pared (Cortés et
al., 2005).

Q-GLUCANO

El a-glucano es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,3) con una
pequeiia proporcion de enlaces a-(1,4) (Manners y Meyer, 1977). En S. pombe constituye casi un
tercio de la pared (28 %) (Magnelli et al., 2005) y es un polimero importante en la morfogénesis
celularya que existen mutantes con menor contenido de a-glucano que adquieren forma redonda
(Grun et al., 2005). Al igual que el B-glucano, el a-glucano desempefia una importante funcion
en la generacion de estructuras fibrilares, puesto que mutantes defectuosos en la biosintesis
del a-glucano son incapaces de desarrollar los haces de glucano durante la regeneracion de
protoplastos, aunque si llegan a formar fibrillas (Horisberger y Rouvet-Vauthey, 1985; Konomi et
al., 2003).

La enzima responsable de la biosintesis del a-glucano de la pared celular se denomina
a-glucan sintasa (aGS). Se han identificado varios genes en S. pombe que codifican posibles
subunidades cataliticas de la a-glucan sintasa (aGS), denominados mok1*, mok11*, mok12*,
mok13* y mok14*. De todos ellos, solo mok1* es esencial en crecimiento vegetativo. mok117,
mok12*, mok13*y mok14* no son esenciales pero estan implicados en el proceso de esporulacién,
concretamente durante la maduracion de las esporas (Garcia et al., 2006a). La proteina Mokl
es una proteina integral de membrana de 272 kDa y 2.410 aminoacidos. Mok1 se localiza en los
polos de crecimiento y en el septo de una forma dependiente de actina (Katayama et al., 1999;
Konomi et al., 2003). El a-glucano sintetizado por Mok1 es esencial para la integridad de la pared
celular durante el crecimiento. Durante la septacion interviene en la sintesis del septo secundario
y la correcta formacioén del septo primario, confiriéndole la rigidez necesaria para soportar la
presion de turgencia durante la separacion celular (Cortés et al., 2012). La GTPasa Rho2 vy la
quinasa Pck2 participan en la regulacion y localizacion de Mok1 en los polos celulares (Calonge
et al., 2000; Durany Pérez, 2004; Katayama et al., 1999). Rho?2 regula la biosintesis del a-glucano
exclusivamente a través de Pck2, a diferencia de Rhol que regula la biosintesis del B-glucano de
manera dual, directamente y a través de Pck2 y Pck1 (Arellano et al., 1999; Calonge et al., 2000;

Sayers et al., 2000). Rhol también regula la biosintesis del a-glucano ya que la sobreexpresiéon
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de esta GTPasa causa un aumento general de la pared (Arellano et al., 1996). Sin embargo no se

sabe nada sobre como ejerce esta regulacion.

GALACTOMANANO

El galactomanano de la pared de S. pombe representa del 9 al 14 % del total de los azlcares
de la pared celular. El galactomanano constituye el componente glucidico de las glicoproteinas de
la pared. Esta formado por un nucleo central de residuos de manosa unidos por enlaces a-(1,6)
y con cadenas laterales de manosa con enlaces a-(1,2) terminadas por un resto de galactosa en
los extremos no reductores (Bush et al., 1974; Horisberger et al., 1978; Magnelli et al., 2005).
También se ha encontrado una pequefia cantidad de galactosa situada en posicion no terminal
(Horisberger y Vonlanthen, 1977). La glicosilacion de las proteinas de la pared celular se produce
en el reticulo endopldsmico (RE) y en el Aparato de Golgi. En el RE se afiaden los polisacaridos de
manosa, cadenas cortas unidas a residuos de serina o treonina mediante enlaces O-glicosidicos
o cadenas mas largas que se unen a residuos de asparragina mediante enlaces N-glicosidicos. La
adicion de galactosa y la modificacion de las cadenas de manosa se producen posteriormente
en el Aparato de Golgi (Gemmill y Trimble, 2004). Después, las glicoproteinas de la pared son
secretadas y permanecen unidas a la membrana mediante grupos GPl o forman enlaces con la
matriz de glucanos de la pared celular (Gemmill y Trimble, 2004). Los estudios con lectinas han
permitido localizar el galactomanano en la superficie mas externa y en las proximidades de la

membrana plasmatica (Horisberger y Rouvet-Vauthey, 1985).

Remodelacion de la pared celular: glucanosil-transferasas, a y B glucanasas

La pared celular es una estructura muy dindmica ya que para que tenga lugar un correcto
crecimiento celular se tiene que producir continuamente nueva sintesis y degradacion de los
componentes de la pared. Ademas, una vez sintetizados los polimeros, éstos deben unirse entre
si para aumentar la rigidez y cohesién de la pared. En este proceso de remodelacién de la pared
intervienen, entre otras, las proteinas Gas. Son proteinas modulares que poseen un dominio
catalitico GIuTD (Glucanosyl-Transferase Domain) y tienen actividad glucosiltransferasa implicada
en la remodelacién del B-glucano (Popoloy Vai, 1999). En S. pombe existen 4 genes denominados
gasl*, gas2*, gas4*y gas5* que codifican este tipo de proteinas. Las proteinas Gas intervienen en
el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento vegetativo, en la maduracién de
la pared de la ascosporay en su viabilidad (de Medina-Redondo et al., 2010; de Medina-Redondo
et al., 2008).

Respecto a las enzimas que participan en la degradacion de la pared, en la levadura de
fision se han identificado dos tipos de actividades glucanasicas: una actividad endo-a-glucanasa
llevada a cabo por las proteinas Agnl y Agn2 vy una actividad endo-B-glucanasa llevada a cabo
por las proteinas Engl y Eng2. Agnl es la glucanasa responsable de la digestion del a-glucano
de la pared lateral necesaria para la separacién de las células hijas al final de la divisién celular
(Alonso-Nufiez et al., 2005; Dekker et al., 2004; Garcia et al., 2005) y Agn2 es necesaria para que

las ascosporas se liberen del asca y se diseminen libremente (Dekker et al., 2004; Dekker et al.,
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2007). Por otro lado, Engl y Eng2 son endo-B-(1,3)-glucanasas que hidrolizan exclusivamente
B-(1,3)-glucano lineal. Engl participa en la separacion celular, degradando el septo primario,
gue contiene mayoritariamente este polimero (Martin-Cuadrado et al., 2003; Martin-Cuadrado
et al., 2008; Martin-Cuadrado et al., 2005). También se ha descrito que Eng2, junto con Agn2,
esta implicada en la degradacion de la pared del asca, favoreciendo la liberacion de las esporas
(Encinar del Dedo et al., 2009).

Reproduccion sexual y conjugacion en S. pombe

Las célulasde S. pombe en ausencia de nutrientes, especialmente en ausencia de nitrégeno,
pueden llevar a cabo la reproduccion sexual. Para ello, las células detienen la progresién del ciclo
celular en la fase G1 y tiene lugar la conjugacion entre células de tipo sexual opuesto. Asi, dos
células haploides h y h* se fusionan para formar un zigoto diploide. La conjugacion es controlada
por el intercambio reciproco de feromonas, que son péptidos especificos de cada tipo sexual,
liberados al medio, y que inducen cambios morfoldgicos en células del tipo sexual opuesto
(Figura 10).

El tipo sexual en S. pombe estd determinado por la informacion contenida en el locus mat1*
(Kelly et al., 1988). Las células haploides que posean el segmento mat1-P, que contiene los genes

matl-Pcy matl-Pi, son de tipo sexual mas (h*, P o plus), y aquéllas que contengan el segmento
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Figura 10. Pasos de la conjugacién. Figura adaptada de Qin et al., 2003.
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matl-M, que codifica los genes mat1-Mcy matl-Mi, son de tipo sexual menos (h,, M o minus).
Mat1-Pc y Matl-Mc son necesarios para la expresion de las feromonas y sus receptores y, por
lo tanto, para establecer el sistema de comunicacién de feromonas. Los cuatro genes matl* son
necesarios para la meiosis (Willer et al., 1995). Hay otros dos loci de conjugacién, mat2*y mat3*,
donde la informacién de los tipos sexuales Py M se almacena pero no se expresa (Allshire, 1995).
En las cepas homotalicas, la informacion de mat2* y mat3* se transfiere al locus matl* vy las

células cambian el tipo sexual aproximadamente una vez cada tres generaciones.

Para que la diferenciacion sexual tenga lugar, tiene que producirse la regulacion de manera
ordenada de muchos genes. Stell es un factor de transcripcion que regula un gran nimero de
genes que son necesarios para el proceso de conjugacién y de meiosis. Los genes diana de Stell
identificados hasta la fecha, como mei2* y los genes del tipo sexual matl1-P y matl-M, poseen
antes de su region 5" motivos de diez bases casi idénticos, conocidos como caja TR (Mata y
Bahler, 2006; Sugimoto et al., 1991). El propio gen ste11* tiene una caja TR en su region 5/, por lo
gue Stell parece activar su propia transcripcion (Kunitomo et al., 2000). La disrupcién de ste11*
causa la completa esterilidad de las células (Sugimoto et al., 1991), lo cual indica que es un factor

de transcripcion clave para la diferenciacion sexual de S. pombe.

La funcion de Stell es reprimida de multiples maneras durante el crecimiento mitotico. La
transcripcion de ste11* se reduce en situaciones de abundancia de nutrientes (Sugimoto et al.,
1991). Stell sélo es activa en la fase G1 del ciclo celular, en el resto de las fases del ciclo Cdk1
fosforila a Stel1, lo cual impide su union al ADN (Kjaerulff et al., 2007). Ademas, la quinasa Patl
fosforila a Stell en células en estado vegetativo (Li y MclLeod, 1996). La proteina 14-3-3 Rad24
se une a la forma fosforilada de Stell e inhibe su acumulacion en el ndcleo (Kitamura et al.,
2001). Como Stel1 estimula la expresién de su propio gen, esta exclusion nuclear contribuye a
mantener reducidos dichos niveles de expresion (Qin et al., 2003). Ademas Stell esta sometida
a degradacion a través de la ruta del proteasoma durante crecimiento vegetativo (Kitamura et al.,
2001; Kjaerulff et al., 2007). Existe también un control negativo de Ste11 a nivel traduccional por
parte de la proteina de unién a ARN Nrd1 (Oowatari et al., 2011; Tsukahara et al., 1998).

Bajo condiciones nutricionales adversas, en ausencia de nitrégeno, la expresion de ste11*
aumenta de forma dramatica (Sugimoto et al., 1991). Este ascenso en la expresion se produce

por la cooperacién de cuatro rutas de sefializacion:

A. LA RUTA DEL AMP cicLico (cAMP). En S. pombe, el agotamiento de la fuente de carbono
produce un rapido descenso en los niveles intracelulares de cAMP, lo cual conduce a la
inactivacion de la proteina quinasa dependiente de cAMP, Pka (Maeda et al., 1990). El
agotamiento de las fuentes de nitrégeno también reduce los niveles de cAMP, pero de
una forma mas lenta (Isshiki et al., 1992; Mochizukiy Yamamoto, 1992). La inactivacién
de Pka induce la diferenciacion sexual a través de Rst2, el factor de transcripcion de
stel11*y la gluconeogénesis (Hoffmany Winston, 1991; Yamamoto et al., 1997). Ademas
se ha observado que la ruta de Pka también inhibe la localizacidon nuclear de Stell
(Valbuena y Moreno, 2010).
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B. LA RUTA DE TORC1. Al igual que la ruta del cAMP, la ruta TORC1 estimula el crecimiento
vegetativo e inhibe la diferenciacién sexual cuando esta activa. Esta ruta inhibe la
expresionde stel1*en presencia de nutrientes, especialmente en presencia de nitrogeno
(Otsubo y Yamamoto, 2010). La ruta de TORC1, ademas, regula la localizacién nuclear
de Ste11 mediante la interaccién de la quinasa Tor2 con Stel1 (Alvarez y Moreno, 2006;
Matsuo et al., 2007; Uritani et al., 2006; Valbuena y Moreno, 2010).

C. LARUTA DE MAPK DE RESPUESTA A FEROMONAS. En condiciones de ausencia de nitrogeno,
Stell activa la transcripcion de mat1-Pc en las células h*y de mat1-Mc en las células
h". Los productos de estos genes inducen la expresion de los genes especificos de cada
tipo sexual. Los genes especificos del tipo P incluyen map2*, que codifica la feromona
factor P, y map3*, que codifica el receptor del factor M. Los genes especificos del factor
M incluyen mfm1*, mfm2* y mfm3*, que codifican la feromona factor M, y mam2-,
qgue codifica el receptor del factor P (Davey, 1992; Imai y Yamamoto, 1994; Kitamura
y Shimoda, 1991; Kjaerulff et al., 1994; Tanaka et al., 1993). De este modo, en las
células h* se secreta el factor P, que es un péptido sencillo de 23 aminodcidos y en las
células h™ se secreta el factor M, que es un péptido de nueve aminodcidos farnesilado y
carboximetilado en su extremo C terminal (Davey, 1992; Imai y Yamamoto, 1994). Tras
la unién de las feromonas, el correspondiente receptor se acopla a Gpal, subunidad
Ga de una proteina G trimérica, y la activa. Gpal a su vez activa la cascada de MAPKs
(Mitogen-activated protein kinase) que comprende Byr2 (MAPKKK), Byrl (MAPKK)
y Spkl (MAPK) (Gotoh et al., 1993; Nadin-Davis y Nasim, 1988; Neiman et al., 1993;
Wang et al., 1991). En respuesta a las feromonas, la cascada Byr2-Byr1-Spkl aumenta la
expresion de ste11* y de genes adicionales necesarios para la conjugacién y la meiosis
(Aono et al., 1994; Kjaerulff et al., 2005; Ozoe et al., 2002; Xue-Franzen et al., 2006).
La MAPKKK Byr2 también es estimulada por Rasl, la proteina homdloga en S. pombe
de la oncoproteina Ras (Fukui et al., 1986; Nadin-Davis y Nasim, 1988; Nadin-Davis et
al., 1986; Wang et al., 1991). Ras1 es activada por su GEF Ste6 y a su vez, Stell activa
la transcripcion de ste6*. Asi la sefializacién mediante feromonas se ve reforzada por
un mecanismo de retroalimentacién positiva que implica la expresion de stell”, la
maquinaria encargada de detectar las feromonas y la activacién de Ras1 (Hughes et al.,
1994).

D. LARUTA DE MAPK DE RESPUESTA A ESTRES. Styl es la MAPK de S. pombe homdloga a p38 de
mamiferos. Esta MAPK responde a diversos estimulos, incluyendo los choques térmicos,
la alta osmolaridad, el estrés oxidativo y el estrés nutricional (Degols et al., 1996; Millar
et al., 1995; Shiozaki y Russell, 1995, 1996). Sty1 es esencial para la correcta parada del
ciclo celularen G1y el inicio de la diferenciacion sexual en ausencia de nitrogeno (Kanoh
et al., 1996; Shiozaki y Russell, 1996), controlando la expresion de ste11* (Yamamoto et
al., 1997).
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Formacion del shmoo y fusion celular

En S. pombe las células continlan creciendo durante la parada de ciclo en G1 inducida por
feromonas (Davey, 1991; Davey y Nielsen, 1994). El crecimiento ocurre en el polo de la célula que
deja de ser paralelo al eje longitudinal de ésta y se alarga hacia la fuente de feromonas (Fukui et
al., 1986; Leupold, 1987). Esta elongacion quimiotropica de la célula en respuesta al gradiente de
feromonas conduce a la formacion del shmoo. La uniény fusion de las células que intervienen en

la conjugacion ocurre por las puntas de los shmoos.

La localizacién de la F-actina se ve alterada durante el proceso de conjugacién. Mientras
que su localizacién es monopolar en una fase G1 normal, cuando la célula es privada de nitrégeno
la F-actina adquiere una localizacién bipolar antes de localizarse nuevamente en el extremo de la

célula que se encuentra mas proximo a la fuente de feromonas (Petersen et al., 1998a).

Una vez que el crecimiento polarizado de los shmoos ha puesto en contacto a las células
gue van a conjugar, tiene lugar la aglutinacién que prepara a las células para su fusion (Calleja
y Johnson, 1971; Egel, 1971; Miyata et al., 1997). La aglutinacién ocurre en las proyecciones de
los shmoos y es, inicialmente, reversible ya que es mediada por puentes de hidrégeno (Calleja
et al., 1981), pero pronto se convierte en permanente. Map4 es la aglutinina presente en
células P mientras que Mam3 es la aglutinina presente en las células M (Mata y Bahler, 2006;
Sharifmoghadam et al., 2006; Sharifmoghadam y Valdivieso, 2008).

La aglutinacion es seguida por la disminucion en el grosor de la pared celular que se inicia
en el centro de la regidon de contacto y continla hacia los extremos. La degradacion de la pared
celular y la posterior fusion de las membranas es un proceso estrechamente coordinado, para
evitar comprometer osmaéticamente la viabilidad de las células (Reichelty Fleet, 1981). De acuerdo
con esto, Dnil, proteina con cuatro dominios transmembrana parecida a Figl de S. cerevisiae,
presenta un importante papel en la organizacion de la membrana y en la remodelacion de la

pared celular durante la conjugacion (Clemente-Ramos et al., 2009).

Posteriormente, tiene lugar la fusion celular, que requiere la funcion de la formina Fusi,
que estabiliza la asociaciéon de F-actina con la zona de fusidn tras el contacto célula-célula (Bresch
et al., 1968; Petersen et al., 1998a; Petersen et al., 1995). En ausencia de Fusl las células se
aglutinan pero la pared celular que separa las células no es degradada y la fusién no tiene lugar
(Bresch et al., 1968; Egel, 1973; Petersen et al., 1995). Fus1 se localiza en la punta de los shmoos
tras la aglutinacion (Petersen et al., 1998b). La tropomiosina Cdc8, que estabiliza los filamentos
de actina durante el crecimiento vegetativo, también es esencial para la fusién celular durante
el proceso de conjugacién (Kurahashi et al., 2002). Se han descrito otras proteinas con papeles
relevantes durante el proceso de conjugacion, como Sec8, perteneciente al complejo del exocisto,
o la proteina Cfrl, similar a Chs5 de S. cerevisiae, que interviene en el transporte de la proteina
Fusl en esta levadura (Cartagena-Lirola et al., 2006; Santos y Snyder, 2003;Sharifmoghadam et
al., 2010).
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Cariogamia y meiosis

Casi inmediatamente después de la fusion citoplasmatica ocurre la fusion de los nucleos o
cariogamia en el cuello del tubo de conjugacion, que se inicia con el acercamiento de los cuerpos
polares del huso o SPBs que tiran de los nucleos, provocando que adquieran una peculiar forma
de gota, hasta ponerlos en contacto (Calleja et al., 1977; Hirata y Kanata, 1982).

Elzigoto diploide resultante de la conjugacién de dos células haploides puede ser mantenido
si se transfiere inmediatamente a un medio rico en nutrientes pero normalmente los zigotos
entran en meiosis tras la conjugacién. La sintesis de ADN premeidtica dobla el contenido de
ADN del zigoto a 4°C mientras los nucleos fusionados (Robinow, 1977) comienzan a moverse de
un extremo de la célula al otro en el lamado movimiento de “cola de caballo”. Este movimiento
de agitacion, que es dirigido por el SPB y mediado por la dineina a través de los microtubulos
citoplasmaticos (Svoboda et al., 1995), ayuda a la recombinacién meidtica y a la segregacién
de los cromosomas homologos. Posteriormente, dos divisiones meidticas consecutivas generan
cuatro nucleos 1C que son encapsulados y forman las esporas haploides. La germinacién de las

esporas completa el proceso de reproduccién sexual.

Las GTPasas de la familia Rho

La familia de proteinas Rho se encuentra englobada dentro de la gran superfamilia de
proteinas G pequefas. Las proteinas G pequefias, también conocidas como proteinas de union
a GTP pequefias o GTPasas pequefias, son proteinas esenciales para multiples procesos, como
la proliferacion celular, la dinamica del citoesqueleto, el trafico de membranas y el transporte
nucleo-citoplasma. Intervienen en numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo embriogénesis,
establecimiento y mantenimiento de la polaridad, adhesién, migracién y diferenciacion de
numerosos tipos celulares. Dado que su funcidon es imprescindible en la fisiologia celular, asi
como en el desarrollo de tejidos y érganos, no es de extrafiar que estas GTPasas pequefias estén
también relacionadas con una gran variedad patologias, que no sdlo incluyen la proliferacién
celular incontrolada, la metdstasis y la angiogénesis durante el desarrollo tumoral sino también
dolencias que van de la inflamacién y enfermedades vasculares hasta el retraso mental o varias
infecciones. Por estos motivos, el estudio de estas GTPasas pequefias se ha convertido en un

campo tan amplio de investigacion (Williams y Rottner, 2010).

Las proteinas G pequefias son moléculas de 20 a 40 kDa de masa molecular, presentes sélo
en organismos eucariotas y que tienen similitud de funcidn y bioguimica con la subunidad a de
las proteinas G heterotriméricas (Hughes, 1983; Wennerberg et al., 2005).

Las proteinas G pequefias se denominan frecuentemente con el nombre de superfamilia
Ras, ya que el miembro fundador de este grupo es el oncogén Ras humano (Parada et al., 1982).
Estas proteinas tienen la capacidad de unir nucledtidos de guanina (GDP o GTP) y, ademas,

poseen actividad GTPasica intrinseca, lo que les permite hidrolizar el GTP al que se encuentran
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unidas, dando lugar a GDP y fosfato inorganico. Las GTPasas de la familia de Rho, como casi todos

los miembros de la superfamilia de Ras, se comportan como interruptores moleculares, fluctuan

entre los estados activo e inactivo que dependen de la conformacion de la GTPasa al unir GTP o

GDP, respectivamente.

Dentro de la superfamilia Ras se distinguen 5 familias de proteinas, agrupadas por

similitudes de secuencia y funcionales:
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Ras (Rat sarcoma). Este grupo de proteinas participa en funciones importantes para la
proliferacion celular y su alteracion puede conducir a la oncogénesis. Muchas de las
proteinas pertenecientes a este grupo actlan como nodos en los que confluyen diversas
sefiales extracelulares. En su estado activo, Ras interacciona con multiples proteinas
diana que poseen actividades cataliticas muy variadas, muchas de ellas relacionadas con
el control de la expresidon de genes que participan en la proliferacion, la diferenciacién

o la supervivencia celulares (Wennerberg et al., 2005).

Rho (Ras homologous). Estas proteinas son importantes reguladores de las cascadas
de sefializacion que afectan a la organizacién del citoesqueleto de actina, al trafico
de membranas, a la progresion del ciclo celular y a la expresién génica. Debido a la
enorme variedad de procesos en los que participan, cada una de las proteinas Rho
es regulada por un gran nimero de factores e interaccionan con un grupo diverso de
proteinas efectoras (Wennerberg et al., 2005). Dentro de esta familia, los miembros mas
estudiados han sido RhoA, implicada en la formacion de fibras de estrés de actinay en
el ensamblaje de focos de adhesién, Racl, que estimula la formacion de lamelipodios
y e
tipo de observaciones ha permitido implicar a estas proteinas en el establecimiento

|II

ruffling” de la membrana, y Cdc42, que activa la formacion de filopodios. Este

de la polaridad, la motilidad celular y las interacciones célula-célula y célula-matriz

extracelular.

Rab (Ras-like proteins in brain). Se describieron por primera vez en cerebro y constituyen
el grupo mas numeroso dentro de la superfamilia Ras. Realizan funciones relacionadas
con el transporte vesicular dentro de la célula y el trafico de proteinas entre diferentes

organulos de las rutas endocitica y secretora.

Ran (Ras-like nuclear proteins). Esta familia esta constituida por un solo representante en
humanos, aungue es la mas abundante. Estd implicada en la regulacion del intercambio

de proteinas y ARN entre el nucleo y el citoplasma.

Arf (ADP ribosylation factor). Esta familia, como la familia Rab, regula el transporte
intracelular de vesiculas. El miembro mas conocido es Arfl, que dirige la formacion del
revestimiento de coatdémero de las vesiculas en distintos pasos de las vias endocitica y

exocitica.
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Modificaciones postraduccionales de las proteinas Rho

Las proteinas G de pequefio tamafio molecular necesitan determinados cambios
postraduccionales para dirigirse y anclarse a las estructuras membranosas donde van a
desempefiar sus funciones. En general estos cambios tienen lugar en el extremo C-terminal de
estas proteinasy consisten en laincorporacién de grupos isoprenoides seguida de una protedlisis.
Esto da lugar a un incremento de la lipofilia de estas proteinas y permite una mejor asociacién
con las membranas de la célula. Estos cambios estructurales varian dependiendo de la secuencia

de aminodacidos del extremo C-terminal de cada proteina G:

- Sielextremo C-terminal es Cys-A-A-X, siendo A un aminodcido alifdticoy X un aminodcido
cualquiera, se produce la incorporacién de un grupo farnesilo en la cisteina por la
enzima farnesiltransferasa |, posteriormente se produce la protedélisis del grupo A-A-X 'y

la carboximetilacion de la cisteina (Wennerberg et al., 2005).

- Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, la cisteina es geranilgeranilada por la
geranilgeraniltransferasa | y posteriormente carboximetilada tras la protedlisis de los

tres Ultimos aminodacidos (Wennerberg et al., 2005).

- Siel extremo C-terminal es Cys-X-Cys o Cys-Cys, las dos cisteinas son geranilgeraniladas
por la geranilgeraniltransferasa Il. Esta modificacion sucede en la subfamilia de las

proteinas Rab (Wennerberg et al., 2005).

En general un grupo lipidico terminal no basta para anclar las proteinas a la membrana.
Por ello, algunas proteinas Rho son modificadas con un grupo palmitoilo o miristoilo (Casey,
1994). En otros casos presentan una serie de aminodcidos basicos en el extremo C-terminal que

facilitan su anclaje a la membrana.

Regulacidn de las proteinas Rho

Las proteinas Rho muestran una alta afinidad por la uniéon a GDP o GTP pero poseen una
baja actividad GTPasica intrinseca e intercambian el GDP por GTP de manera poco eficiente. Por
ello para que las GTPasas realicen sus funciones de manera adecuada es necesaria la existencia
de un gran numero de proteinas que regulen el ciclo GDP/GTP (Wennerberg et al., 2005). Existen

tres clases de proteinas reguladoras de las proteinas Rho:

LAS PROTEINAS GEF (GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR)

Son proteinas que al interaccionar con las GTPasas provocan un cambio conformacional
que favorece la unién del GTP (Figura 11). Estos GEFs interaccionan con la forma unida a GDP
de la GTPasa y provocan la disociacién del nucledtido que, posteriormente, es sustituido por
GTP (Vetter y Wittinghofer, 2001). El sitio de unién de nucledtidos de guanina se sitla entre
las regiones denominadas switch | y switch |l de las proteinas Rho. Estas regiones, junto con el
P-loop (regién de union al fosfato), interaccionan con los fosfatos y con el ién magnesio, que son
moléculas imprescindibles para que la unién entre el nucledtido y la GTPasa sea de alta afinidad

(Vettery Wittinghofer, 2001). La unién del GEF a la proteina Rho induce cambios conformacionales
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Figura 11. Regulacién de las GTPasas Rho. Figura adaptada de Pérez y Rincdn, 2010.

en las regiones switch y en el P-loop que bloquean el sitio de unién al magnesio. Esto hace que
la interaccion con los fosfatos se debilite y facilita que se libere el nucledtido permitiendo la
entrada de otro nucledtido nuevo. En general, las proteinas Rho presentan una afinidad similar
por el GDP y el GTP, y las proteinas GEF no favorecen la unién de uno o de otro. La unién del GTP
se produce porque la concentracion de este nucledtido en la célula es aproximadamente diez
veces superior a la de GDP. Las proteinas GEF desplazan al nucledtido unido y posteriormente el

nuevo nucledtido desplaza a las proteinas GEF (Bos et al., 2007).

LAS PROTEINAS GDI (GDP DISSOCIATION INHIBITOR)

Son proteinas que inhiben la disociacidon del nucledtido GDP y tienden a mantener a la
GTPasa en estado inactivo (Figura 11). Se unen a la GTPasa y enmascaran el grupo prenilo de
la proteina G impidiendo que se ancle a la membrana e interaccione con proteinas GEF. Asi,
la proteina Rho permanece inactiva en el citosol (Wennerberg et al., 2005). Estos reguladores

negativos solo actlan sobre proteinas de la familia Rho y Rab.

LAS PROTEINAS GAP (GTPASE ACTIVATING PROTEIN)
Son proteinas que promueven la actividad GTPasica intrinseca de la proteina G. Favorecen

la hidrolisis del GTP a GDP provocando que la GTPasa se encuentre en estado inactivo (Figura 11).

Aunque las proteinas G son denominadas GTPasas, la reaccion de hidrolisis del GTP es poco
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eficiente y necesitan la interaccion con una GAP que acelere dicha reaccién varios 6rdenes de
magnitud. Gracias a estudios estructurales y biofisicos se ha podido esclarecer el mecanismo de
la reaccion de catalisis de las proteinas con actividad GAP en la hidrdlisis de GTP. Se ha observado
una molécula de agua correctamente posicionada frente al fosfato y el GTP en la estructura
cristalografica del complejo Ras unido al andlogo no hidrolizable del GTP GppNHp. Esta molécula
de agua realiza un ataque nucleofilico al fosfato 3 del GTP que se transforma en GDP mas fosfato
inorganico. La funcion de la proteina con actividad GAP en esta reaccion es permitir la correcta
orientacién de la molécula de agua y estabilizar el estado de transicion (Bos et al., 2007). Las
proteinas con actividad GAP para las diferentes proteinas G no estan conservadas y aumentan la
actividad GTPasica intrinseca de distintas maneras (Bos et al., 2007). Las GAPs de las GTPasas Rho
se definen por la presencia del dominio RhoGAP altamente conservado. Este dominio consta de
unos 150 aminoacidos que forman nueve hélices ay contiene un residuo de Arginina altamente
conservado. El dominio RhoGAP es diferente al mddulo GAP de otros reguladores negativos para
las GTPasas Ras, Ran o ARF (Moon y Zheng, 2003).

En general, existen mas GEFs y GAPs que proteinas G a las que regulan. Una misma GTPasa
puede ser regulada por varios GEFs y GAPs, lo que permite una gran especificidad en el control
de las distintas rutas de sefializacion de las proteinas G. GEFs y GAPs suelen presentar varios
dominios de interaccion con proteinas o con lipidos que funcionan como sefiales de localizacion
o de andamiaje para la formacién de complejos proteicos y contribuyen, por tanto, a la regulacion
espacial y temporal de las GTPasas. Asimismo, los fosfoinositidos y sus proteinas reguladoras se
han asociado con la regulacion de las GTPasas Rho y la polaridad celular (Shewan et al., 2011).
De hecho, algunos lipidos cargados negativamente, como el Ptdins(4,5)P,, Ptdins(3,4,5)P, y la
fosfatidilserina, podrian actuar como plataformas de interaccion electrostatica para muchas
proteinas con regiones cargadas positivamente (Goldenberg y Steinberg, 2010; Yeung et al.,
2008).

Funciones de las GTPasas Rho

Las GTPasas de la familia Rho realizan su funcion reguladora cuando se encuentran en
estado activo a través de la interaccién con sus proteinas diana o efectoras. Entre las proteinas
efectoras descritas en diferentes sistemas se incluyen serina/treonina quinasas, tirosina quinasas,
quinasas de lipidos, lipasas, oxidasas y proteinas adaptadoras (Jaffe y Hall, 2005). El estudio
estructural de estas proteinas efectoras indica que se encuentran en una conformacion inactiva

y que son activadas mediante la unién a la GTPasa (Bishop y Hall, 2000).

Entre las funciones descritas para las GTPasas Rho se hallan el ensamblaje de filamentos
contractiles de actomiosina y de lamelipodios y filopodios ricos en actina, mediante el control de
la formacion vy la organizacion de filamentos de actina (Etienne-Manneville y Hall, 2002). También
ejercen control sobre la dindmica de los microttbulos, la unién de proteinas a los extremos (+)
de los microtubulos, la transduccion de sefiales que conducen a cambios en la expresion génicay

la regulaciéon de actividades enzimaticas (Jaffe y Hall, 2005). Asimismo se han descrito funciones
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de miembros de la familia relacionadas con la progresidon a través del ciclo celular, la mitosis
y la citocinesis. También regulan procesos de polaridad celular mediante el control del trafico

intracelular y la secrecién polarizada, asi como procesos de endocitosis.

Otros procesos mds complejos como la migracién celular, mediante el control del
movimiento y de la percepcion espacial de los estimulos, también son regulados por las GTPasas
de la familia Rho (Jaffe y Hall, 2005).

Las GTPasas de la familia Rho en S. pombe

Como en otros organismos eucariotas, muchos de los procesos morfogenéticos que tienen
lugar en el ciclo de vida de S. pombe estan regulados por GTPasas de la familia Rho. La publicacién
del genoma de S. pombe desveld la existencia de 6 miembros de la familia de GTPasas Rho en
esta levadura, llamadas Rhol a Rho5 y Cdc42, que muestran entre un 59% y un 91% de similitud
entre ellas. Tan sélo Rhol y Cdc42 son esenciales, tal y como ocurre con sus homaélogos en S.
cerevisiae. A continuacién describiremos brevemente las GTPasas Rhol a Rho5 y de forma mas

extensa Cdc42, objeto de estudio de este trabajo.

RHO1

Rho1l es la GTPasa fundamental en la regulacion de la biosintesis de la pared celular y por
esto su eliminacion es letal. rho1* fue aislado utilizando ADNc de RhoA como sonda frente a una
genoteca de ADNc de S. pombe (Nakano y Mabuchi, 1995). SpRhol muestra un 73% y un 67%
de identidad frente a Rhol de S. cerevisiae y RhoA de Homo sapiens respectivamente (Nakanoy
Mabuchi, 1995).

Rho1 se localiza en las zonas de crecimiento y en el septo, donde activa la sintesis de pared
(Arellano et al., 1997; Nakano et al., 1997). Mediante experimentos realizados en cepas de S.
pombe que tienen el crecimiento polarizado alterado, se ha demostrado que Rho1l funciona una
vez que se ha definido el drea de crecimiento, ya que su localizacion depende de los marcadores
de polaridad Tealy Tea2 (Arellano et al., 1997).

Aligual que en S. cerevisiae, en S. pombe Rho1 activa directamente a la enzima B-(1,3)-glucan
sintasa (Arellano et al., 1996). Las células que sobreexpresan rhol* poseen una pared celular mas
gruesa y cuando se elimina la expresion de rhol*, disminuye la actividad B-(1,3)-glucan sintasa,
y las células se lisan (Arellano et al., 1997). Ademas de su papel central en la biosintesis de la
pared celular, Rhol puede estar implicada en el control de otros procesos morfogenéticos ya que
su sobreexpresion produce una pérdida de la polaridad en la actina. La sobreexpresién del alelo
rho1-G15V, que codifica la proteina constitutivamente activa, provoca la aparicion de acumulos de
actinay la eliminacion de la expresion de rho1* hace que desaparezca la actina cortical (Arellano et
al., 1997). Se han descrito otras dos proteinas diana de Rhol en S. pombe, las proteinas quinasas
C, Pckl y Pck2 (Mazzei et al., 1993; Toda et al., 1993). La delecién de cualquiera de los genes
pck1* o pck2* no es letal, pero si lo es la doble delecion, lo que indica que comparten una funcion

esencial (Toda et al., 1993). Las células pck1A presentan un leve fenotipo de lisis y la falta de Pck2
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da lugar a células con menos pared celular (Arellano et al., 1999; Shiozaki y Russell, 1995; Toda
et al., 1996). Rhol activa la sintesis de pared celular directamente a través de las B-(1,3)-glucan
sintasas e indirectamente a través de Pckl y Pck2. Respecto a la regulacion de Rhol, en S. pombe
se han identificado 3 GEFs (Rgfl, Rgf2 y Rgf3) y 3 GAPs (Rgal, Rga5 y Rga8) que regulan positiva y
negativamente a Rhol. Rgfl activa la sintesis de pared celular y esta implicada en NETO (Garcia et
al., 2006b). Rgf2 es esencial en esporulacion y coopera con Rgfl en la regulacion de la biosintesis
de la pared (Garcia et al., 2009). Rgf3 activa a Rho1l especificamente durante la citocinesis (Morrell-
Falvey et al., 2005; Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004). Rgal es el principal regulador negativo
de Rhol. La carencia de Rgal conduce a la formacion de células morfolégicamente aberrantes y con
grandes acumulos de pared celular (Nakano et al., 2001). Rga5 tiene funciones en integridad celular
y en citocinesis (Calonge et al., 2003). Rga8 también regula negativamente a Rhol, y es fosforilada
por Shk1, una proteina efectora de Cdc42, sugiriendo que existe una regulacion antagdnica entre
estas GTPasas (Yang et al., 2003).

La proteina Pxl1, que tiene un papel en la formacion y contraccion del anillo de actomiosina,
modula también la actividad de Rho1l (Pinar et al., 2008).

Rdi1, el Unico GDI de proteinas Rho en S. pombe, se une a Rhol, Rho4 y Cdc42, aunque se
desconoce el proceso celular en el que participa (Nakano et al., 2003) y si regula negativamente

a estas GTPasas.

RHO2

Al igual que Rhol, Rho2 regula la biosintesis de la pared celular (Hirata et al., 1998). La
delecion del gen no es letal, pero conduce a alteraciones en la pared celular. Su sobreexpresion
provoca un aumento en la cantidad de a-glucano de la pared celular (Calonge et al., 2000). Se ha
propuesto que aungue las funciones de Rholy Rho2 son diferentes, debe existir un solapamiento
parcial, ya que, aungue la sobreexpresion de rho2* no rescata la letalidad de la delecion de Rhol,
la sobreexpresion de rhol* rescata parcialmente la sensibilidad de la cepa rho2A a aculeacina A
(Hirata et al., 1998). La sintesis del a-glucano durante el crecimiento vegetativo es llevada a cabo
por Mokl (Katayama et al., 1999). La activacidon y localizacion de esta enzima es regulada por
Rho2 através de Pck2. La falta de Mok1 es letal; sin embargo, las cepas rho2A o pck2A son viables,
lo que sugiere que debe existir otro activador de Mok1 (Calonge et al., 2000). Rho2, a través de
Pck2 activa también la ruta de MAPK formada por Mkh1- Pek1/Skh1- Spm1/Pmk1 (Loewith et
al., 2000; Ma et al., 2006; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Zaitsevskaya-Carter y Cooper,
1997) vy la falta de sefial de esta ruta produce células encadenadas, lo que sugiere que esta via
participa en citocinesis. Pckl también interacciona con Rho2 in vitro, pero se desconoce su papel
in vivo. Esto sugiere que Pckly Pck2 regulan la integridad celular por vias diferentes (Arellano et
al., 1999; Ma et al., 2006; Pérez y Calonge, 2002). Se han descrito tres proteinas GAP reguladoras
de Rho2: Rga2, Rgad y Rga7 (Soto et al., 2010; Villar-Tajadura et al., 2008).

RHO3
Rho3 no es esencial a temperatura ambiente, pero a 37°C las células carentes de Rho3

mueren presentando morfologia aberrante y en algunos casos aparecen células multitabicadas.
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En estas células los parches de actina estan deslocalizados. La delecidn de rho3* es rescatada por
la sobreexpresion de Rho3 de S. cerevisiae, pero no por la sobreexpresion de ninguna proteina
de la familia Rho de S. pombe. Esto sugiere que Rho3 realiza una funcidn exclusiva, compartida
con Rho3 de S. cerevisiae. Rho3 se localiza en la membrana y estd concentrada en las regiones

de crecimiento y de division (Nakano et al., 2002).

Rho3 se aisld como supresor multicopia de la estirpe mutante termosensible del exocisto
sec8-1 (Wang et al., 2003) y existe interaccidén genética de rho3A con las cepas mutantes sec8-1
y exo/70A. Ademas, la cepa rho3A acumula vesiculas a 37°Cy muestra una secreciéon de fosfatasa
acida reducida (Wang et al., 2003). Por ello, se ha propuesto que Rho3 es un modulador de la
funcion del exocisto. Al igual que ocurre en S. cerevisiae, en S. pombe se ha descrito que las
versiones constitutivamente activas de Rho3 y Cdc42 se unen a la formina For3 (Nakano et al.,
2002), aungue hasta ahora no se ha demostrado que Rho3 participe en su activacién. Ademas, se
ha sugerido que Rho3 podria regular a la miosina de tipo V, Myo52 (Nakano et al., 2002). Todos
estos datos sugieren que Rho3 en S. pombe funciona coordinando procesos necesarios para la

secrecion polarizada.

Recientemente se ha descrito un nuevo papel de Rho3 en la regulacion del trafico del
Aparato de Golgi a endosomas, donde Rho3 coordinaria el trafico de membranas interaccionando

con la clatrina del complejo adaptador AP-1 (Kita et al., 2011).

RHO4

Rho4 es la Unica GTPasa de la familia Rho que se localiza exclusivamente en la regidn de
division. Su delecién produce defectos de separacion celular a alta temperatura (Nakano et al,,
2003; Santos et al., 2003). Se ha sugerido que Rho4 actla sobre el citoesqueleto de actina y de
microtUbulos ya que la falta de Rho4 produce una deslocalizacion parcial de los parches de actina
y laincorrecta polarizacién de los haces de microtubulos (Nakano et al., 2003). La sobreexpresion
de Rho4 causa lisis, probablemente debido a defectos en la pared, ya que es suprimida por la
presencia de un estabilizador osmotico. En este sentido, cabe destacar la funcion antagodnica de
Rho4 y Rhol en la biogénesis de la pared celular. Rhol activa a las enzimas biosintéticas y Rho4
regula la secrecion vy localizacién de las enzimas Agnl y Engl (Santos et al., 2005), aunque su

relacion con el complejo del exocisto esta por establecer.

RHO5

Rho5 es una proteina muy similar a Rho1l (86% de identidad). De hecho, su sobreexpresion
rescata la letalidad de la delecién de Rho1, lo que sugiere que, en estas condiciones, puede llegar
a realizar las funciones de Rhol (Nakano et al., 2005; Rincén et al., 2006). Se ha demostrado que
Rho5 se expresa en fase estacionaria, en condiciones de falta de nutrientes y en los procesos de
reproduccién sexual, lo que sugiere que Rho5 realiza funciones en estas condiciones (Rincon et
al., 2006). De hecho, la cepa con la GTPasa Rho5 constitutivamente inactiva, rho5-T20N, produce
esporas inviables, mientras que las esporas de la cepa con Rho5 constitutivamente activa, rho5s-
G15V, poseen una morfologia aberrante y una menor viabilidad. Esto implica a Rho5 en el proceso

de esporulacion (Rincén et al., 2006).
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Cdcd2Sc MQTUYKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINQFPADYVPTVFDONYAVTVMIGDEPYT|LGL FD TA

G QEJD YD RL
Cdcd2Ca MQTIHKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTT|SKFPADYVPTVFDNYAVTVMIGDEHWY-JLGL FDO T AG QEJDYD RL
Cdc42Sp MPTIHKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSDYVPTVFONYAVTVMIGOEPYTILGL FO T AG QEJD YD RL
Cdc42(e MQTIHKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFONYAVTVMIGGEPYTILGL FO T AG QEJDYD RL
Cdc420m MQTIHKCVVVGODGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFDNYAVTVMIGGEPYTILGL FO T AG QEJDOYD RL
Cdc426d MQTIHKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFONYAVTVMIGGEPYTILGL FO T AG QEJDYD RL
Cdcd2Cf MQTIKCVVVGDGAVGKTCLLJISYTTINKFPSEYVPTVFONYAVTVMIGGEP|YTILGL FO T AG QEJDYD RL
Cdc42mm  MQTHKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFONYAVTVMIGGEPYTILGL FOTAG QEJDYD RL
CdcaZHs MQTIKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFONYAVTVMIGGEPYTILGL FO T AG QEJO YD RL
Cdcd2mmb MQTIHKCVVVGDGAVGKTCLLJISYTTINKFPSEYVPTVFDNYAVTVMIGGEPYTILGL FO T AG QEJDYD RL
G25K MOQTIYKCVVVGDGAVGKTCLLIISYTTINKFPSEYVPTVFDNYAVTVMIGGEPYT|ILGL FO T AG QEJDYD RL

mil e~ e i~

FLVCFSVISPPSFENVKEKWFPEVHHHCPGVPCILVVGTQIDILROJOKVITIEKLQRQRL
FLVCFSVYISPASFENVKEKWNFPEVHHHCPGVYPI|IIIVGTQTODILRNODVILQRLHRQKL
FLVCFSVTSPASFENVKEKWNFPEVHHHCPGVPCILIVGTQIDILRDIDPSVQQKLARQHQ
FLVCFSVVAPASFENVREKWVPEISHHCSKTPFILLVGTQVDILRDIDPGMLEKLAKNKDQ
FLYCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCQKTPFILLVGTQIDILRDJENSTLEKLAKNKQ
FLYCFSVVSPSSFENVKEKWNVYPEITHHCPKTPFILLYVGTQIDILROJDPSTIEKLAKNKQ

Cdcd2Sc  |RPL SYPST
Cdca2Ca  [RPL SYPST
Cdc42sp [RPL SYPQT
Cdc42Ce  |RPL SYPQT
Cdca2Dm |RPL SYPQT
(dc426d  |RPL SYPQT

Cdc42Cf  |RPL SYPQT FLYCFSVYSPSSFENVYKEKWVYPEITHHCPKTPFILLYVGTQIDILROJDPSTIEKLAKNKQ
Cdc42vm |[RPL SYPQT FLYCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCPKTPFILLYGTQIDILRDJDPSTIEKLAKNKQ
CdcaZHs RPLSYPQT FLVCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCPKTPFILLVGTQIDILRODJDPSTIEKLAKNKQ
Cdcd2vmb |RPL SYPQT FLVCFSVVSPSSFENVKEKWNVPEITHHCPKTPFILLVGTQIDILRDIDPSTIEKLAKNKQ
G25K RPLSYPQT FLVCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCPKTPFILLVGTQIDILROPPSTIEKLAKNKQ

Cdca2Sc RPITSEQGSRLARELKAVK[YVECSAL|TQRGLKNVFDEAIVAALEPPVIK

Cdc42(a SPITQEQGEKLAKELRAVK|YVECSAL|TQRGLKTVFDEAIVAALEPPVIK

Cdca2Sp HPLTHEQGERLARELGAVK|YVECSAL|TQKGLKNVFDEAIVAALDPPY

Cdca2Ce KPVSTDVGEKLAKELKAVKIYVECSAL|TQKGLKNVFDEAILAALDPPQ

Cdc420m KPITMEQGEKLAKELKAVK|YVECSAL|TQKGLKNVFDEAILAALEPPE

Cdca2Gd KPITPETAEKLARDLKAVEK|YVECSAL|TQKGLKNVFDEAILAALEPPE

Cdcd2Cf KPITPETAEKLARDLKAVK|YVECSAL|TQKGLKNVFDEATILAALEPPEPKKSR-RCVLL
Cdca2Mm KPITPETAEKLARDLKAVK|YVECSAL|TQKGLKNVFDEAILAALEPPEPKKSR-RCVLL

Cdca2hs KPITPETAEKLARDLKAVKYVECSAL|ITQKGLKNVFDEAILAALEPPE
Cdcd2Mmb KPITPETAEKLARDLKAVKIYVECSAL|ITQRGLKNVFDEAILAALEPPE
G25K KPITPETAEKLARDLKAVK|YVECSAL|TQRGLKNVFDEAILAALEPPE

T > TR

KKSR-RCVLL
QPKR-KCCIF
QPKR-KCCIF

Figura 12. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Cdc42 en diferentes organismos. Los dominios aparecen
encuadrados: Azul, dominios de unién e hidrdlisis de GTP; rosa, dominio switch |; negro, dominio switch Il; morado, dominio

Rho insert; verde, dominio de union a membrana. Imagen adaptada de Johnson, 1999.

Cdc42

Cdc42 es la GTPasa Rho implicada en el establecimiento del crecimiento polarizado.
Cdc42 se identificd por primera vez en una cepa termosensible de S. cerevisiae, que portaba la
mutacion cdc42-1. Esta cepa, a 37°C, tenia blogqueada la formacion de yemas pero el crecimiento
celulary la division nuclear no estaban bloqueados, lo que daba como resultado células grandes,
multinucleadasy sin yemas (Adams et al., 1990). Ademas, las células presentaban el citoesqueleto
de actina desorganizado vy la quitina uniformemente distribuida por la pared. Con estos datos,
se implicd a Cdc42 en la organizacion de actina y se descartd un papel en la incorporacion de

nuevo material de pared. Poco después, se comprobd que CDC42 es un gen esencial para la
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viabilidad celular (Johnson vy Pringle,
1990). Posteriormente, se identifico Switch 1l
Cdc42 en cerebro de oveja y en
placenta humana. En la especie
humana existen 2 isoformas de
Cdc42: HsCdc42 y G25K, presente (
solo en cerebro. Ambas proteinas son =
productos del mismo gen, obtenidos
por procesamiento alternativo de
los transcritos (Munemitsu et al.,
1990). Las proteinas Cdc42 estan
muy conservadas en los distintos
organismos eucariotas, llegando a
existir un 75% de identidad entre

Cdc42 de las levaduras y de Homo
sapiens (Figura 12) (Johnson, 1999).  Switch N

El estudio de la estructura
inserto

cristalografica de Cdc42 humano,

junto con la informacién obtenida
de las mutaciones caracterizadas en Figura 13. Representacion tridimensional de HsCdc42 unido a GDP.

. . . Imagen adaptada de Feltham et al., 1997.
diversos organismos ha permitido

definir los dominios funcionales de la proteina, ayudando a entender el funcionamiento de las
interacciones de Cdc42 con sus multiples reguladores y efectores. La estructura de los cuatro
dominios implicados en la unién e hidrdlisis del GTP (aminoacidos 5-20, 53-62, 111-118 y
154-160) es similar a la encontrada en la estructura cristalografica de Ras y Rac, poniendo de

manifiesto que la estructura y funcion de las diferentes GTPasas esta conservada.

Los cuatro dominios que caracterizan la estructura tridimensional de Cdc42 son el dominio
switch |, el dominio switch Il, el dominio Rho insert y el dominio de localizacién a membrana. El
dominio switch | (residuos 26-50) junto con el dominio switch Il (residuos 60-76) son las regiones
de las GTPasas que mas cambian de conformacion al unirse a los diferentes nucleétidos de
guanina, por lo que multiples factores interaccionan con estas regiones. Aparte de estos cuatro
dominios, existe una region denominada switch Ill que también sufre un importante cambio

conformacional cuando la proteina se activa (Figura 13) (Feltham et al., 1997).

Uno de los dominios mas importantes por su funcion es el dominio efector o switch |, que
abarca gran parte de una de las caras de la molécula. La extension de este dominio explicaria
como pueden unirse a la vez a Cdc42 diferentes efectores y reguladores, mediante su union a
diferentes subdominios de switch | (Johnson, 1999). Asi, el dominio CRIB (Cdc42/Rac interactive
binding), que se encuentra en algunas proteinas efectoras de Cdc42, como la familia de proteinas
guinasas PAK (p21-Activated Kinase) y la proteina WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome Protein), se
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une a la ldmina B2 del dominio switch | (Tan et al., 1993).

El dominio Rho insert diferencia a las GTPasas de la familia Rho del resto de GTPasas de
la superfamilia Ras. Consta de 13 aminodcidos que forman una hélice a y esta implicado en la
interaccion de Cdc42 con algunos de sus efectores, como las proteinas IQGAPs (McCallum et al.,
1996; Wu et al., 1997b) y con los GDIs (Wu et al., 1997b).

La region C-terminal constituye el dominio de localizacién a membrana. En este dominio se
producen las modificaciones postraduccionales de Cdc42. El residuo de cisteina 188 localizado
en la regién C-terminal es prenilado con un isopreno geranilgeranilo (Finegold et al., 1991). Esta
modificacion es necesaria para la union de Cdc42 en la membrana. La prenilacién es seguida por
una ruptura proteolitica de los tres Ultimos aminoacidos y la metilacion de la cisteina que pasa a

ocupar la posicién C-terminal.

Cdc42 en S. cerevisiae

S. cerevisiae es una levadura que se divide por gemacion. Una vez en cada ciclo celular
se produce la seleccion del sitio de gemacion, la emergencia de la yema mediante crecimiento

apical, el posterior crecimiento isodiamétrico de la yema y, finalmente, la separacion celular.

En esta levadura, las células haploides geman de forma axial, mientras que las diploides
geman de forma bipolar (Chant, 1999). La GTPasa Bud1/Rsr1, su GEF, Bud5, y su GAP, Bud2 son los
elementos clave que conectan Cdc42 con el sitio elegido para la gemacién (Chant, 1996). El paso
fundamental en el establecimiento del crecimiento polarizado es la acumulacion de Cdc42 activa
en el sitio donde se va a producir la gemacion. Cdc24 es el Unico GEF que controla la actividad
de Cdc42 (Chang y Peter, 2003). El dominio PH (pleckstrin homology) de Cdc24, que se une a
fosfoinositidos, y la interaccién de Cdc24 con otras proteinas, son necesarios para la correcta
localizacion del GEF en el sitio de gemacién (Park y Bi, 2007). Durante los estadios tempranos de
la fase G1 del ciclo celular, Cdc24 permanece en el nucleo, secuestrado por Farl, impidiendo la
activacion de Cdc42. La fosforilacion de Farl al final de G1 por el complejo ciclina-Cdc28 de G1,
provoca su degradacion vy la salida de Cdc24 del nucleo (Nern y Arkowitz, 2000; Shimada et al.,
2000). La localizacién de Cdc24 también es regulada mediante su oligomerizacién, que retrasa
su salida del nucleo (Mionnet et al., 2008). La interaccion de Bud1/Rsrl con Cdc24 induce la

correcta localizacion del GEF al sitio seleccionado, lo cual conduce a la activacion local de Cdc42.

Cdc42 regula la polimerizacién del citoesqueleto de actina y dirige la secrecién hacia el
sitio elegido para la gemacion. Cdc24 y Cdc42 activa son capaces de concentrarse en un unico
punto cortical aleatorio en ausencia de un médulo funcional de Bud1/Rsrl. Esto indica que la
acumulacion de Cdc24 debe estar controlada por una ruta alternativa. Una posibilidad es que
Bem1, una proteina adaptadora capaz de unirse a Cdc24, Cdc42 y a la quinasa Cla4, facilite la
interaccion de Cdc42 con otras proteinas, permitiendo su concentracion cortical. La concentracion
de Cdc42 en el futuro sitio de gemacién es independiente del citoesqueleto de actina, pero la
F-actina influye en la distribucion dinamica de Cdc42 a través de sus efectos en dos procesos

antagonicos: la secrecion polarizada y la endocitosis (Irazoqui et al., 2005). La distribucion de
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Cdc42 es mantenida de manera estable mediante dos mecanismos de reciclaje asociados al
ciclado de la GTPasa: un reciclado rapido, mediado por el GDI de Cdc42, Gdil, y un reciclado
lento mediado por la endocitosis (Slaughter et al., 2009). Recientemente se ha descrito que la
fosfatidilserina y los procesos asociados al mantenimiento y remodelacién de la composicion
lipidica de la membrana plasmatica contribuyen a la correcta localizacion y regulacion de Cdc42

durante el crecimiento polarizado (Das et al., 2012a; Fairn et al., 2011; Saito et al., 2007).

Cdc42 tiene cuatro GAPs en S. cerevisiae: Rgal, Rga2 y Bem3, que son especificas de
Cdc42, y Bem2 que también es GAP de Rhol. Bem2 contribuye a restringir a un Unico punto la
activacion de Cdc42 (Knaus et al., 2007). Rgal, Rga2 y Bem3, que tienen un papel secundario
en la regulacion del crecimiento polarizado, intervienen en la organizacion del anillo de septinas
(Caviston et al., 2003).

Una vez que Cdc42 se polariza en el futuro sitio de gemacidn, organiza el citoesqueleto de
actina, las septinas y la secrecién polarizada para llevar a cabo el crecimiento polarizado. Para
controlar todos estos procesos, Cdc4?2 interacciona con una serie de proteinas efectoras, tales
como las PAKs Ste20, Clad y Skm1, la formina Bnil, las proteinas Gic, Gicl y Gic2, y la subunidad
del exocisto Sec3.

Cdc42 interacciona con el dominio CRIB de Ste20, liberando a la quinasa de su estado de
autoinhibicién (Lamson et al., 2002). Cdc42 también regula la localizacién de Ste20 en los sitios
de crecimiento (Leberer et al., 1997; Peter et al., 1996). Ste20 y Cla4 fosforilan y activan las
miosinas de tipo | Myo3 y Myo5, que son a su vez activadoras del complejo Arp2/3 que actla
como nucleador de los parches de actina (Lechler et al., 2001; Wu et al., 1996; Wu et al., 1997a).

Los cables de actina son nucleados por las forminas Bnil y Bnrl en S. cerevisiae. Bnil
polimeriza los cables de actina desde la punta de la yema, mientras que Bnrl ensambla los
cables de actina hacia el cuello de la yema (Moseley y Goode, 2006). El principal papel de Cdc42
en la organizacién de los cables de actina es regular su localizacién polarizada ya que regula
la localizacion de Bnil (Lechler et al., 2001) y tiene un papel secundario en la activacion de
las forminas (Dong et al., 2003). Bnil también es necesaria para que el activador del complejo
Arp2/3, Las17/Beel, se localice en el cértex celular (Lechler et al., 2001), por lo que Cdc42 regula

la activacion del complejo Arp2/3 a través de Bnily de las PAKGs.

Los efectores de Cdc42, Gicly Gic2, estan relacionadas con la organizacién del citoesqueleto
de actina, son importantes en la emergencia de la yema y en la respuesta a feromonas (Brown
et al., 1997; Chen et al., 1997). También participan en el reclutamiento de las septinas en la zona
de la yema (lwase et al., 2006). La quinasa Cla4 también tiene un papel en la organizacién de
las septinas ya que la cepa cla4A tiene defectos en el ensamblaje del anillo de septinasy en su

posterior reorganizacion (Cvrckova et al., 1995; Kadota et al., 2004; Versele y Thorner, 2004).

Otro de los efectores de Cdc42 en S. cerevisiae es la subunidad Sec3 del complejo del
exocisto (Zhang et al., 2001). Cdc42 regula la exocitosis independientemente de la organizacion

de los cables de actina (Adamo et al., 2001; Roumanie et al., 2005). Sec3 interacciona a través de
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su dominio N-terminal con Rhol, Cdc42 y PtdIns(4,5)P,, mientras que Exo70 se une con Rho3,
Cdc42 y Ptdins(4,5)P,. Cdc42, junto con Ptdins(4,5)P, regula la localizacion de Sec3 en la punta
de la yema (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2008). La interacciéon de Rho3 con Exo70 regula
positivamente los Ultimos pasos de la secrecion (Robinson et al., 1999). Se ha propuesto un
modelo de “activacién localizada” para explicar la activaciéon del exocisto por parte de las GTPasas
Rho. En dicho modelo, Cdc42 y Rho3, en su estado activo, se unen a las subunidades del exocisto
localizadas en el cértex, induciendo un cambio conformacional en el complejo del exocisto que

conduce a la liberacion de su estado autoinhibidor (Wu et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, los procesos de fusion y fision vacuolar son importantes para
la regulacion de la homeostasis celular. Se ha descrito que Cdc42, junto con Rhol interviene en
el proceso de fusién vacuolar y su activacion secuencial es necesaria para el proceso de fusion
de las membranas (Eitzen et al., 2001; Logan et al., 2010; Muller et al., 2001). Durante la fusion
vacuolar, se produce polimerizacion de actina mediante la activacidon de la cascada de sefializacién
de Cdc42- Cla4d- Beely Vprl- Arp2/3 (Eitzen, 2003; Eitzen et al., 2002; Isgandarova et al., 2007,
Tedrick et al., 2004). Y dicha activacién se produce en microdominios de la membrana vacuolar
ricos en ergosterol (Jones et al., 2010; Tedrick et al., 2004).

En S. cerevisiae, también se han descrito funciones de Cdc42 en el proceso de conjugacion.
Tanto Cdc24 como Cdc42 son necesarias para la polimerizacién de los cables de actina y para
la activacion de la cascada de MAPK de respuesta a feromonas (Park y Bi, 2007). Bem1 y Ste20
tienen un papel importante en la sefializacion durante el proceso de conjugacion y se ha sugerido
que la interaccion entre Cdc42, Bem1 y Ste20 permite la correcta sefializacién de la respuesta a
feromonas (Yamaguchi et al., 2007). Cla4 también podria tener una funcién en conjugacion como
regulador negativo de la cascada de MAP quinasas de respuesta a feromonas (Heinrich et al,,
2007). Aparte de intervenir en el control de la respuesta a feromonas, se han descrito funciones
esenciales durante el proceso de fusion celular, regulando la secrecion polarizada de enzimas
degradativas de la pared y la fusién celular mediante la activacién de Fus2 (Nelson et al., 2004;
Ydenberg et al., 2012).

Cdc42 en S. pombe

La GTPasa Cdc42 es esencial y participa en el control del crecimiento celular polarizado
y en el proceso de morfogénesis en S. pombe (Miller y Johnson, 1994). Cdc42 se localiza en las
membranas internas y en la membrana plasmatica, estando mas concentrada en los polos de

crecimiento y en el septo (Merla y Johnson, 2000).

En S. pombe Cdc42 interacciona en su forma activa con las quinasas Shk1, (Marcus et al.,
1995; Ottilie et al., 1995), y Shk2 (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998), con la formina For3 (Martin
et al., 2007; Nakano et al., 2002) y con Pob1 (Rincén et al., 2009).

Shk1 es una quinasa esencial de la familia PAK, similar a Ste20 y Cla4 de S. cerevisiae, y
necesaria para el crecimiento polarizado, el control del ciclo celular y la citocinesis (Kim et al.,
2003; Marcus et al., 1995; Ottilie et al., 1995; Verde et al., 1995). Shk2 no es esencial y sus
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funciones son parcialmente redundantes con las de Shk1 (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998).
Se ha descrito como funcién especifica de Shk2 la activacion de la ruta MAPK formada por el
modulo Mkh1-Pek1-Pmk1 ya que se detectd interacciéon mediante ensayo de doble hibrido entre
Shk2 y Mkh1 (Merla y Johnson, 2001). Sin embargo, en estudios posteriores se observd que la
activacion de Pmk1 en respuesta a diferentes tipos de estrés es independiente de Shk2 (Madrid
et al., 2006).

Cdc42 juega un papel esencial en la regulacién del ensamblaje de cables de actina ya que
es necesaria para activar y localizar la formina For3, homdloga a Bnil de S. cerevisiae (Feierbach
y Chang, 2001; Nakano et al., 2003; Sawin, 2002). La interaccion de Cdc42 activa con For3 es
facilitada por la proteina Pob1, homdloga a las proteinas Boi de S. cerevisiae, (Martin et al.,
2007; Rincon et al., 2009). Pob1 es esencial y estad implicada en el crecimiento polarizado y en
la septacién (Toya et al., 1999). El gen que codifica Pob1 se aislé como un supresor de la cepa
termosensible cdc42-879. Pob1 rescata los defectos de ausencia de cables de actina que tiene
esta cepa mutante. Ademds, Pob1 interacciona con Cdc42 activa, lo que indica que puede ser

una proteina efectora de esta GTPasa (Rincén et al., 2009).

La GTPasa Cdc42 en S. pombe estd regulada por dos GEFs, Rall1/Scdl y Gefl, y una GAP,
Rga4 (Coll et al., 2003; Chang et al., 1994; Das et al., 2007; Fukui y Yamamoto, 1988; Hirota et al.,
2003; Tatebe et al., 2008). La eliminacién simultdnea de las dos proteinas GEF es letal, generando
células redondeadas que mimetizan el fenotipo de la delecién de cdc42*. Esto sugiere que Scdl

y Gefl activan a esta GTPasa en sus funciones esenciales.

Scdl es homodloga a Cdc24 de S. cerevisiae y estd implicada en la regulacion del crecimiento
apical ya que la cepa scd1A presenta morfologia redonda, es necesaria para la respuesta sexual,
pues scd1A es incapaz de conjugar (Chang et al., 1994) y tiene defectos en endocitosis (Murray
y Johnson, 2001). Scd1 pone en contacto a las GTPasas Rasl y Cdc42 formando un complejo
macromolecular que incluye, ademas, a la proteina adaptadora Scd2 y a la quinasa de la familia
PAK Shk1, para regular la morfologia celulary el proceso de conjugaciéon mediante el control de la
ruta MAPK de respuesta a feromonas (Chang et al., 1999; Chang et al., 1994; Fukui y Yamamoto,
1988; Tu et al., 1997). Scd2 es una proteina adaptadora homdloga a Bem1 de S. cerevisiae que
se une a GTP-Cdc42 v facilita la interaccion con su proteina diana Shk1, activando a esta quinasa
(Abenza et al., 2009). Gefl participa en el proceso de citocinesis y en la transicién de crecimiento
monopolar a bipolar. Se localiza fundamentalmente en la region de divisién como un anillo que
se contrae durante la citocinesis, aunque también puede detectarse en los polos de crecimiento
(Coll etal., 2003). La proteina Hob3, que posee un dominio BAR (Bin/Anphiphisyn/RVS), participa
en lalocalizacion de Cdc42 en la zona media de la célula durante la citocinesis (Coll et al., 2007). La
quinasa NDR Orb6 regula la correcta localizacion de Gefl en los polos restringiendo su localizacion
en otras partes de la membrana (Das et al., 2009). Gefl no interacciona con los componentes
de la ruta de Scdl (Hirota et al., 2003). Rga4 es la Unica proteina descrita con actividad GAP
sobre Cdc42 (Tatebe et al., 2008). Esta proteina contiene un dominio RhoGAP en su extremo

C-terminal y un dominio LIM en su extremo N-terminal. Presenta homologia con Rgal y Rga2
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de S. cerevisiae, ambas proteinas con actividad GAP sobre Cdc42 en esta levadura. Rga4 tiene
un papel en el control del didmetro celular ya que las células carentes de rga4* son mas anchas
y cortas que una cepa silvestre y la sobreproduccion de esta proteina provoca estrechamiento
en los polos celulares (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008). Rga4 tiene actividad GAP in vivo
sobre Cdc42 e interacciona con esta GTPasa en ensayos de coinmunoprecipitacion y de doble
hibrido (Tatebe et al., 2008). Rga4 se localiza en la membrana lateral de la célula, excluida de las
zonas de crecimiento. Pom1 regula esta exclusion mediante la fosforilacion de Rga4, permitiendo
asi la localizacion bipolar de Cdc42 activa. En las células pomIA que son monopolares, Rgad
se localiza en el polo de no crecimiento (Tatebe et al., 2008). El diametro celular de S. pombe
esta, por tanto, determinado por Cdc42. Las proteinas reguladoras de esta GTPasa Scdl, Scd2 y
Rga4 participan en el control espacial de la activacion de Cdc42 determinando la superficie de
crecimiento polarizado. Se ha propuesto un modelo de fluctuacion de la actividad de Cdc42 entre
los polos de S. pombe, que permitiria alcanzar de una forma mas rapida y eficaz el crecimiento
bipolar (Das et al., 2012b).
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OBJETIVOS

Como se ha mencionado en la Introduccién, la proteina Pob1 facilita la interaccién de
Cdc42 activa con For3. Sin embargo, la sobreexpresion de Pob1 corrige la termosensibilidad de
la cepa cdc42-879 mientras que la sobreexpresidn de For3 no lo hace. Por tanto, es presumible
que otras proteinas participen en la sefializacién esencial para el crecimiento celular de Cdc42
y del complejo Cdc42-Pobl. El objetivo principal de este trabajo, dentro del objetivo general
del laboratorio, ha sido profundizar en las vias de sefializaciéon de Cdc42 e identificar nuevas

proteinas efectoras de esta GTPasa. Para llevar a cabo este objetivo, nos planteamos:

1. Separary caracterizar las dos mutaciones presentes en la cepa cdc42-879 y caracterizar
las cepas con cada una de las mutaciones.

2. ldentificar nuevos genes supresores de la termosensibilidad de las cepas caracterizadas.

3. Estudiar las vias de sefializacién en las que participan las proteinas codificadas por los

genes supresores.

4. Caracterizar los defectos causados por la proteina mutada Cdc42-L160S en el proceso

de conjugacion.
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La cepa mutante termosensible cdc42-L160S

Como se menciona en la Introduccién, en nuestro laboratorio se describié el mutante

termosensible cdc42-879, que presenta defectos en la formacion de cables de actina (Rincon et

al., 2009). La secuenciacion del alelo mutante cdc42-879 indicd que contenia dos mutaciones

puntuales que causaban la sustitucién del acido aspartico del residuo aminoacidico 76 por

glicina (D76G) y de la leucina del residuo
aminoacidico 160 por (L160S)
(Rincén et al., 2009) (Figura 14). Estas

dos mutaciones se clonaron por separado

serina

y se integraron en la cepa silvestre,
remplazando el gen cdc42* en el locus
enddgeno por cdc42-L160S, que contenia
la substitucién T479C en la fase de lectura
abierta (ORF) de cdc42* y por cdc42-
D76G, que contenia la sustitucion A194G
de la ORF de cdc42*. Estas sustituciones
dieron lugar a los cambios L160S y D76G,
respectivamente, en la proteina Cdc42. El
estudio del crecimiento de las cepas que
llevaban estos alelos en comparacién con la

cepa cdc42-879 indicod que la cepa mutante

wt cdc42-879

1 D76G L160S

| 192
e N

B Union/hidrolisis de GTP

Dominios Switch 1/
[l Dominio de localizacién a membrana

Figura 14. Localizacién de las mutaciones puntuales en Cdc42-
879.

wt
cdc42-879
cdc42-D76G
cdc42-L160S

Figura 15. La cepa mutante cdc42-L160S es termosensible.
Crecimiento de las cepas silvestre, cdc42-879, cdc42-D76G y
cdc42-L160S en medio YES a 28°Cy 36°C.

cdc42-D76G cdc42-L160S

Figura 16. La morfologia de las cepas mutantes cdc42-879y cdc42-L160S es similar. Micrografias de células de las cepas

silvestre (wt), cdc42-879, cdc42-D76G y cdc42-L160S. Los paneles muestran imagenes de contraste de interferencia

diferencial (DIC) y tincion con calcofltor White (CW). Las células se incubaron en medio YES a 36°C durante 6 horas.
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cdc42-1160S mostraba la misma termosensibilidad, mientras que la cepa mutante cdc42-D76G
no era termosensible (Figura 15). El estudio comparativo de la morfologia indicd que la cepa
cdc42-1160S poseia la morfologia de la cepa cdc42-879, mientras que la cepa mutante cdc42-
D76G tenia una morfologia menos severa, siendo las células mas cortas y anchas que la cepa

silvestre (Figura 16).

Elestudio de los defectos de las cepas mutantes se continud con el andlisis del citoesqueleto
de actina para comprobar si alguna de las cepas con las mutaciones puntuales recapitulaba los
defectos en la formacién de cables de la cepa mutante cdc42-879. Como muestra la Figura
17, la cepa mutante termosensible cdc42-L160S muestra un citoesqueleto de actina con los
parches despolarizados y los cables de actina estan ausentes o son muy cortos, mientras que
la cepa mutante cdc42-D76G muestra los parches de actina polarizados y tiene cables de actina

detectables mediante la tincidn con AlexaFluor 488-Faloidina.

wt cdc42-D76G cdc42-L160S

Ina

de act

. r

Incion

T

Figura 17. La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos en el citoesqueleto de actina. Las micrografias de fluorescencia
muestran las estructuras que forma la actina unida a AlexaFluor 488-Faloidina en células de las cepas silvestre (wt), cdc42-D76G

y cdc42-L160S. Previamente las células se incubaron en medio YES a 36°C durante 6 horas.

El hecho de que fuese dificil detectar los cables de actina en la cepa mutante cdc42-L160S
motivd que se estudiase la localizacion de la formina For3 en las cepas de estudio. Mientras que
For3-3GFP se localizaba en los polos en la cepa mutante cdc42-D76G, en la cepa cdc42-L160S no
se detecto sefial alguna (Figura 18). Asimismo, se estudié en las cepas mutantes la localizaciéon
de la miosina de tipo V, Myo52-GFP, que se encarga del transporte de las vesiculas secretoras a
través de los cables de actina. En la cepa cdc42-D76G se observé Myo52 localizada en los polos,
mientras que en la cepa mutante cdc42-L160S aparecia dispersa por toda la célula (Figura 18).
Parece, por tanto, que la cepa mutante cdc42-L160S recapitula los defectos de la cepa mutante
cdc42-879.

La proteina Cdc42-L160S unida a GTP se excluye de la membrana plasmatica

A partir de aqui, centramos nuestro estudio en la cepa cdc42-L160S. En primer lugar
analizamos la cantidad de GTPasa total y activa, es decir unida a GTP, que existe en esa cepa

comparandola con una cepa silvestre. En ambos casos, la fase de lectura abierta del gen
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For3-3GFP

Myo52-GFP

cdc42-D76G

cdc42-L160S

Figura 18. La formina For3 y la miosina de tipo V Myo52 no se localizan correctamente en la cepa mutante cdc42-L160S.

Micrografias de fluorescencia de For3-3GFP y Myo52-GFP en las cepas silvestre (wt) y mutantes cdc42-D76G y cdc42-L160S. Las

células se cultivaron en medio YES a 32°C. La barra de escala equivale a 5 um.

cdc4?2 lleva en su extremo 5" una secuencia en fase que codifica el epitopo HA. Las proteinas

correspondientes se pueden detectar, por tanto, utilizando anticuerpos frente a dicho epitopo.
Los niveles totales de HA-Cdc42 y HA-Cdc42-L160S en extractos celulares fueron similares tanto

a 28°C como a 36°C (Figura 19). Para determinar los niveles de Cdc42 unida a GTP se realizd un

ensayo de coprecipitacion de Cdc42 con la proteina glutation S-transferasa unida al dominio CRIB

de la proteina Pak2 de mamiferos producida en E. coli. Esta proteina se sedimenta mediante

unién a bolas de Glutation-sefarosa y en ese sedimento se detecta la presencia de HA-Cdc42

GTP-Cdc42 | -

Cdc42 Total | SN .

Tubulina

p——

28°C 36°C

Figura 19 Niveles de activacion de Cdc42 en la cepa
mutante cdc42-L160S. Se prepararon extractos
celulares de las cepas HA-cdc42 y HA-cdc42-L160S
cultivadas a 28°C y posteriormente incubadas a 36°C
durante 5 horas. Una parte de los extractos se analizd
mediante Western blot usando el anticuerpo anti-
HA para determinar la cantidad total de HA-Cdc42.
Ademas se hibriddé la membrana con un anticuerpo
anti-tubulina como control de carga. Otra parte se
precipitd con GST-CRIB de la proteina Pak2 y se analizd
mediante Western blot usando el anticuerpo anti-HA

para determinar los niveles de Cdc42 unido a GTP.
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Figura 20. Localizacion de Cdc42 unido
a GTP. Imagenes de fluorescencia de
células de las cepas silvestre (wt) vy
cdc42-L160S que portaban Gic2-CRIB-
GFP cultivadas en medio YES a 28°C
que posteriormente se transfirieron a

36°C durante 5 horas. La barra de escala

cdc42-1160S EEIECERTyE

unido a GTP ya que sdlo la proteina activa es capaz de unirse al dominio CRIB. El ensayo indico
gue habia una mayor proporcién de GTPasa unida a GTP en las células de la cepa cdc42-L160S
respecto alacepasilvestre alastemperaturas anteriormente indicadas (Figura 19). A continuacion
determinamos los niveles de Cdc42 activa en la membrana plasmatica utilizando como marcador
en este caso el dominio CRIB de la proteina Gic2 de S. cerevisiae fusionado a GFP (Tatebe et al,,
2008). Dicho dominio lleva ademads un dominio PH que hace que sdlo se una a Cdc42-GTP en la
membrana plasmatica. Incluso a temperatura permisiva, en la cepa cdc42-L160S los niveles de
GTP-Cdc42-L160S son considerablemente menores en la membrana plasmatica que los niveles

de GTP-Cdc42 observados en la cepa silvestre (Figura 20).

Estos dos resultados, aparentemente contradictorios, indican que Cdc42-L160S unido a
GTP se encuentra mayoritariamente asociado a membranas internas de la célula. Para determinar
si la cantidad total de Cdc42-L160S, tanto en su estado activo como inactivo, también era menor
en la membrana plasmatica, se integrd una copia de GFP-cdc42 o de GFP-cdc42-L160S bajo el
control de su propio promotor, en el locus leul de una cepa silvestre y de la cepa cdc42-L160S.
En la cepa silvestre, GFP-Cdc42 se localiza a lo largo de toda la membrana plasmatica, aunque
en mayor proporcidon en los polos, y en las membranas vacuolares en el interior de la célula
(Figura 21). En la cepa silvestre en la que se integré GFP-cdc42-L160S, se observa una localizacion

similar a la de GFP-Cdc42 (Figura 21). Si bien la cuantificacién de la intensidad de la fluorescencia

GFP-cdc42 GFP-cdc42-L160S GFP-cdc42-1160S

cdc42-1160S

Figura 21. Localizacion de Cdc42. Micrografias de fluorescencia de células de las cepas silvestre (wt) y mutante cdc42-L160S
cultivadas a 28°C portando una copia de GFP-cdc42 o GFP-cdc42-L160S integrada en el locus de leul*. La barra de escala

equivale a 5 pm.
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a lo largo de la membrana indicé que la distribucion de GFP-Cdc42-L160S en ésta es mas
uniforme y no se concentra en los polos, a diferencia de la de GFP-Cdc42 (Figura 22). Ademas
GFP-Cdc42-L160S es mas abundante que GFP-Cdc42 en la membrana de la vacuola (Figura 21).
En el caso de la integracion de GFP-Cdc42-L160S en el fondo genético cdc42-L160S, la sefial
es considerablemente mas abundante en el interior de la célula aunque aun se detecta muy
concentrada en algunas zonas de la membrana plasmatica. En conjunto, estos datos sugieren
que la mutacion L160S no impide que Cdc42 se localice en la membrana plasmatica pero si

impide su activacion en esta estructura.

20 crecimiento. Cada linea es la media de la medida de 20 células y las barras de

100}, Figura 22. Distribucién de la intensidad de la sefial de GFP-Cdc42 y GFP-Cdc42-
i

§L 80 l L160S en la cepa silvestre. El estudio de la distribucidn se realizé midiendo la
gz intensidad de la sefial desde el centro del polo de crecimiento a lo largo de
g 60 : la membrana celular. Las graficas representan en cada punto el porcentaje
Eu 40 GFP-cdc42 de la intensidad relativo al maximo de fluorescencia del centro del polo de
H
&
g

% de fluorescencia

error representan la desviacion tipica.

1 1 1 1
1 2 3 4
um desde el centro del polo

Cdc42 y el trafico intracelular

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos en la secrecion

Las células que carecen de cables de actina de interfase, como las de la cepa for3A, no son
termosensibles. Puesto que la cepa cdc42-L160S no crece a altas temperaturas, ademas de la
falta de cables de actina debe de ser defectuosa en algln proceso necesario para el crecimiento
celular a temperatura elevada. Como ya se menciond en la Introduccion, la secrecion polarizada
es esencial para que se produzca el crecimiento polarizado y el fenotipo del mutante nulo de
cdc4?2 indica que la incorporacion de nuevo material a la membrana plasmatica esta bloqueada
(Miller y Johnson, 1994). Para determinar si los defectos en el crecimiento de la cepa cdc42-L160S
eran causados por un defecto en secrecidn, se realizd un ensayo de valoracion de la secrecion
de fosfatasa acida (A.P.). Casi un 40% de la fosfatasa 4cida es secretada al medio de cultivo en
S. pombe, por lo que se trata de un buen indicador de la funcién secretora (Wang et al., 2002).
La actividad enzimatica se midié en el sobrenadante de los cultivos celulares tanto de la cepa
silvestre como de la cepa cdc42-L160S. Se observd que incluso a temperatura permisiva, las
células cdc42-L160S secretaban menos A.P. que las células silvestres (Figura 23). Usando como
control la cepa for3A se comprobd que la ausencia de cables no estaba causando este defecto
de secrecién (Figura 23).

Las cepas defectuosas en secrecion suelen tener acumulacion de vesiculas en su interior.
El analisis mediante microscopia electrénica de transmision de células cdc42-L160S mostro
acumulacion de vesiculas y de estructuras altamente densas a los electrones, que podrian ser

compartimentos de membrana de las rutas biosintética o endocitica. Ademas de estos defectos,
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Figura 23. La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos
de secrecidn. Secrecion de fosfatasa dcida al medio de
cultivo en cultivos en fase logaritmica de las cepas silvestre
(wt) , cdc42-L160S vy for3A incubadas a 32°C durante 5

horas. Valores representados en unidades arbitrarias (U.A).

e
w

Las barras de error corresponden a la desviacion tipica de

o
-

tres experimentos independientes.

Fosfatasa acida (U.A.)

1 2 3 4 5
Tiempo (h)

cdc42L160S cdc42D76G

cdc42-L160S for3A cdc42-D76G

Figura 24. La cepa mutante cdc42-L160S presenta alteraciones intracelulares. Imédgenes de microscopia electrénica de

transmision de células de las cepas silvestre (wt), cdc42-L160S, for3Ay cdc42-D76G incubadas a 32°C. Las células fueron fijadas
con permanganato potasico para resaltar las estructuras membranosas. En los paneles superiores se muestran varias células
para documentar la especificidad de las alteraciones. En los paneles inferiores se muestran células a mayor aumento donde
Unicamente la cepa cdc42-L160S presenta estructuras densas a los electrones, mientras que las cepas cdc42-L160S y for3A
presentan acumulacion de vesiculas grandes (100-150 nm) (flechas blancas); V, vacuolas, que aparecen fragmentadas en la

cepa cdc42-L160S; N, nucleo. Las barras corresponden a 2 um.
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se observaron vacuolas fragmentadas (Figura 24). En las células de la cepa for3A, se observd
acumulacion de vesiculas grandes, pero no se encontrd ninguna estructura membranosa densa a
los electrones nivacuolas fragmentadas (Figura 24). También se analizaron mediante microscopia
electronica células silvestres y células cdc42-D76G y en ninguno de los casos se observo
acumulacion de estructuras membranosas densas a los electrones o vacuolas fragmentadas
(Figura 24).

Estos resultados sugieren que Cdc42 en S. pombe, ademas de su papel en la regulacion
de los cables de actina que permiten el transporte polarizado de las vesiculas a la membrana

plasmatica (Martin et al., 2007; Rincén et al., 2009), regula el trafico de membranasy la secrecion.

Para continuar explorando esta hipdtesis, se llevd a cabo el andlisis de la localizacién de
los componentes del complejo del exocisto Sec8 y Exo70 unidos al epitopo GFP para determinar
si el complejo se hallaba correctamente localizado en la cepa mutante cdc42-L160S. Como
era de esperar, en la cepa silvestre Sec8-GFP y Exo70-GFP se localizaban en las zonas de los
polos y del septo. La localizacion de estos componentes del exocisto en la cepa mutante for3A
también era correcta. Por el contrario, en la cepa mutante cdc42-L160S ambos componentes
del exocisto apenas se veian en los polos, y aparecian dispersos por toda la célula o acumulados
en el interior. Sorprendentemente, su localizacion en la zona de divisién permanecio inalterada
incluso a la temperatura semipermisiva de 32°C (Figura 25), lo que sugiere que otro mecanismo

de localizacién, independiente de Cdc42, actla en la zona del septo.

cdc42-1160S

Exo70-GFP

cdc42-1160S

Sec8-GFP

Figura 25. Localizacién del exocisto en la cepa mutante cdc42-L160S. Imagenes de fluorescencia de Exo70-GFP y Sec8-GFP

en células de las cepas silvestre (wt), cdc42-L160S y for3A incubadas en medio YES a 32°C. La barra corresponde a 5 um.
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Figura 26. Pob1l suprime los defectos de secrecion de la cepa
mutante cdc42-L160S. Secrecién de fosfatasa acida al medio
de cultivo en cultivos en crecimiento logaritmico de las cepas
silvestre (wt) y cdc42-L160S transformadas con pREP41Xy cdc42-

e
w
[l

L160S transformada con pREP41X-pobl*. Las células fueron

incubadas a 32°Cen EMM sin tiamina durante 18 horas. Las barras

0-1-

de error corresponden a la desviacion tipica de 3 experimentos
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o
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T T T independientes.

Pob1 restaura la localizacion del complejo del exocisto y la secrecion en las células

cdc42-L160S

Investigaciones previas en el laboratorio demostraron que la sobreexpresién de pobl*
restauraba parcialmente los cables de actina y la correcta localizacién de la miosina de
tipo V Myo52 vy de la formina For3 en los polos de la cepa cdc42-879 (Rincén et al., 2009).
Sin embargo, For3 no es esencial, por tanto Cdc42 debe de estar participando en algin otro
proceso necesario para el crecimiento celular y dado que la sobreexpresion de pobl* suprime
parcialmente la termosensibilidad de cdc42-879, pareceria que Pob1 participa también en dicho
proceso. Por ese motivo se comprobd si la sobreexpresion de pobl* era capaz de restaurar los
defectos en la secrecion de la cepa mutante cdc42-L160S. El andlisis de la actividad A.P. indico
gue la sobreexpresion de pob1* incrementaba los niveles de secrecion del mutante cdc42-L160S,
incluso superaba los niveles de actividad de la cepa silvestre (Figura 26). También se estudio la
localizacién de los componentes del complejo del exocisto Sec8-GFP y Exo70-GFP en células
cdc42-1160S que sobreexpresaban pobl* y se observd que en ambos casos se restauraba la

localizaciéon del exocisto en los polos (Figura 27).

wt cdc42-L160S
41X 41X 41X-pob1*

Figura 27. Pobl suprime los

defectos de localizaciéon del
exocisto de la cepa mutante
cdc42-L160S. Localizacion de
los componentes del exocisto
Exo70-GFP y Sec8-GFP en
las cepas silvestre (wt) vy
cdc42-L160S  transformadas
con pREP41X y cdc42-L160S
transformada con pREP41X-

Exo70-GFP

pobl*. Las células fueron
incubadas a 32°C en EMM sin
tiamina durante 18 horas. La

barra corresponde a 5 um.

Sec8-GFP
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cdc42-1160S

Figura 28. La sobreexpresion de rho3* o pob1* suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento
de las cepas silvestre (wt) y cdc42-L160S transformadas con el pldsmido pREP3X vacio o portando la ORF de rho3* o pob1*. Las

células se incubaron en EMM en presencia y en ausencia de tiamina (T) a 28°Cy a 36°C.

Estos resultados indican que Pob1 interviene en la regulacion de la localizacidon del exocisto
mediada por Cdc42.

Rho3 suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S pero no restaura la

formacion de cables de actina

El gen que codifica a la GTPasa Rho3 de S. pombe fue aislado como supresor en multicopia
de los defectos de secrecion del mutante del exocisto sec8-1 (Wang et al., 2003). Ademas, se
ha descrito que Rho3 interacciona con For3 y regula el citoesqueleto de actina (Nakano et al,,
2002). Basandonos en estos resultados decidimos analizar si la sobreexpresién de rho3* era
capaz de suprimir la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Utilizando el plasmido
de expresion reprimible por tiamina pREP3X se comprobd que la sobreproduccién de Rho3 en
las células de la cepa mutante cdc42-L160S les permitia crecer a la temperatura restrictiva de la
misma manera que lo hacia la sobreexpresion de pob1* (Figura 28). Sin embargo, a diferencia de
la sobreexpresion de pob1*, la sobreexpresion de rho3* no corregia la morfologia aberrante de las
células cdc42-L160S (Figura 29) nitampoco restauraba los cables de actina (Figura 30). De acuerdo
con estas observaciones, ni la formina For3-3GFP ni GFP-Pob1 se localizaban correctamente en
las células que sobreproducian Rho3 (Figura 31). Por otra parte, el andlisis de la localizacién
de los componentes del exocisto Sec8-GFP y Exo70-GFP en la cepa mutante cdc42-L160S que
sobreproducia Rho3 mostro que el exocisto se localizaba correctamente en estas células (Figura
32). Ademas, la secrecidn de A.P. en las células mutantes cdc42-L160S que sobreexpresaban rho3*
se mejoraba considerablemente (Figura 33). Todos estos datos sugieren que Rho3 participa en la

correcta localizacion del exocisto y en la secrecion, pero no en la activacién de la formina For3.

cdc42-1160S cdc42-L160S + rho3*

Figura 29. La sobreexpresion de rho3* no corrige la
morfologia de las células cdc42-L160S. Imagenes de
contraste por interferencia diferencial de la cepa cdc42-
L160S transformada con el pldsmido pREP41X vacio o
portando la ORF de rho3*. Las células se incubaron en EMM
sin tiamina durante 15 horasy se transfirieron a 36°C durante

5 horas. La barra corresponde a 5 um.
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Figura 30. La sobreexpresion de rho3* no afecta al
citoesqueleto de actina de cdc42-L160S. Tincién
con AlexaFluor 488-faloidina de las cepas silvestre
y cdc42-L160S transformadas con los plasmidos
pREP41X vy pREP41X-rho3*. Las células se
incubaron en EMM sin tiamina durante 18 horas a

32°C. La barra corresponde a 5 um.

Figura 31. La sobreexpresion de
rho3* no afecta a la localizacién de
For3 ni Pobl en la cepa mutante
cdc42-L160S.  Localizacion  de
For3-3GFP y Pobl-GFP en las
cepas silvestre y cdc42-L160S
transformadas con los plasmidos
pREP41X o pREP41X-rho3*. Las
células se incubaron en EMM sin
tiamina durante 18 horas a 32°C. La

barra corresponde a 5 um.

cdc42-1160S

cdc42-L160S
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41X-rho3*

41X 41X

41X-rho3*

Figura 32. La sobreexpresiéon de rho3* relocaliza

el exocisto en la cepa mutante cdc42-L160S.
Iméagenes de fluorescencia de Exo70-GFP y
Sec8-GFP en la cepa cdc42-L160S transformada
con los plasmidos pREP41X o pREP41X-rho3*.
Las células se incubaron en EMM sin tiamina
durante 18 horas a 32°C. La barra corresponde

as5um.
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Figura 33. La sobreexpresion de rho3*

o
o
1

mejora los defectos de secrecién de la

cepa mutante cdc42-L160S. Secrecion

o
2]
1

de fosfatasa acida al medio en cultivos

con crecimiento logaritmico de las cepas

g
»
1

silvestre (wt) y cdc42-L160S transformadas
con pREP41X vacio o con la ORF de rho3*.
Las células fueron incubadas previamente
a 32°C en EMM sin tiamina durante 18

horas. Las barras de error corresponden a

Fosfatasa acida (U.A.)
o
N
[

1 2 3 4 5 la desviacién tipica de tres experimentos
Tiempo (h) independientes. (U.A, unidades
arbitrarias)
28°C

wt (XX E"

cdc42-1160S L X K B2
rho3a [ X X K=
cdc42-1160S rho3A L B

Figura 34. La ausencia de Rho3 incrementa los defectos de crecimiento de la cepa cdc42-L160S. Las cepas silvestre (wt), cdc42-

L160S, rho3A y cdc42-L160S rho3A se incubaron a las temperaturas indicadas en medio YES durante tres dias.

La cepa doble mutante cdc42-L160S rho3A tiene defectos de crecimiento mucho mas
severos que los mutantes sencillos (Figura 34) por lo que se deduce que ambas GTPasas participan

en la regulacion del proceso de secrecidn, pero podrian hacerlo a través de rutas diferentes.

Interacciones de Cdc42 con el exocisto

El hecho de que la cepa cdc42-L160S tuviera defectos en la localizacion del exocisto hizo
gue se estudiase la posible interaccion fisica entre Cdc42 y el complejo del exocisto. Para ello se
llevaron a cabo experimentos de coinmunoprecipitacién usando una cepa que expresaba Exo70-
Myc y HA-Cdc42 bajo el control de sus promotores enddgenos. Como se muestra en la Figura
35, se detectd interaccion entre Cdc42 y Exo70. Para determinar si la interaccion de Cdc42 y
Exo70 dependia del estado de activacion de la GTPasa, se transformd la cepa Exo70-Myc con
plasmidos pREP41 que contenian el alelo silvestre HA-cdc42*, el alelo hiperactivo HA-cdc42-G12V
y el alelo dominante negativo HA-cdc42-T17N. Las células transformadas con estos plasmidos se
cultivaron sin tiamina durante 18 horas para permitir la sobreexpresion de los diferentes alelos
de cdc42. A continuacién se realizd una inmunoprecipitacion usando anticuerpos anti-HA y se
analizd mediante Western blot con anticuerpos anti-Myc para detectar Exo70-Myc. Se detectd
Exo70-Myc Unicamente en la inmunoprecipitacién de los extractos celulares que contenian HA-

Cdc42-T17N, es decir, cuando Cdc42 se encuentra en su estado inactivo (Figura 36).

Estos resultados se corroboraron usando otro componente del exocisto. Aungue no se pudo
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ver la coinmunoprecipitacion de Cdc42 con Sec8 bajo el control de sus promotores enddgenos,
la sobreexpresion de los plasmidos pREP1 que contenian los alelos GST-cdc42*, GST-cdc42-G12V
y GST-cdc42-T17N si permitié detectar Sec8-GFP sélo en el precipitado de los extractos que
contenian GST-Cdc42-T17N (Figura 37). Este resultado confirmd que la interacciéon de Cdc42 con

el exocisto ocurre principalmente cuando Cdc42 esta unido a GDP.

Para validar la interaccidn directa entre Cdc42 y el exocisto, se realizaron ensayos de doble
hibrido usando Exo70 como cebo. Los resultados mostraron que Cdc42-T17N era capaz de
interaccionar con Exo70, mientras que Cdc42-G12V o Cdc42 no (Figura 38). Ademas, no pudimos
ver interaccion entre Exo70 v la proteina Pob1, que interacciona principalmente con Cdc42 unido
a GTP (Figura 39) (Rincon et al., 2009).

Se utilizé también una aproximacion genética para confirmar la interaccion de Cdc42 con
el exocisto. Asi, se observé que la sobreexpresion de los alelos cdc42*y cdc42-T17N, pero no la
de cdc42-G12V, suprimian parcialmente la termosensibilidad de las células que portaban el alelo
sec8-1 (Figura 40). En conjunto, estos datos indican que el exocisto interacciona con Cdc42 unido
a GDP através de Exo70, por lo que Exo70 no es un efector bona fide de esta GTPasa en S. pombe.
El hecho de que la sobreexpresion de exo70" no sea capaz de suprimir la termosensibilidad de

cdc42-1L160S apoya estos resultados (Figura 41).
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Figura37.Sec8interacciona con Cdc42 unido a GDP.
La cepa que expresa Sec8-GFP bajo el control de su
propio promotor se transformé con los plasmidos
pREP1-GST, pREP1-GST-cdc42, pREP1-GST-cdc42-
G12V y pREP1-GST-cdc42-T17N. Estas células se
incubaron en ausencia de tiamina durante 14 horas

y se obtuvieron extractos celulares de ellas. Una

8 parte se utilizd para analizar la expresion de las
i . . )
g GST-Cdc4d2 proteinas mediante Western blot con anticuerpos
: anti-GST y anti-GFP. Con la otra parte se realizd una
Lﬁ GST precipitacién con bolas de glutation-sefarosa y se
_— - analiz6 mediante Western blot con anticuerpos
; —— anti-GFP.
‘ Sec8-GFP
. —

GST-Pull down

- Histidina
pAS2 pACT2 + Histidina + 40 mM 3AT

pobl* cdc42*

exo70* cdc42*
exo70* cdc42-G12V

exo70* cdcd42-T17N

Figura 38. Exo70 interacciona con GDP-Cdc42.

Ensayo de doble hibrido para estudiar la interaccién
de Exo70 con diferentes formas de Cdc42. La ORF
de exo7/0" se clond en el plasmido pAS2 y se uso

como cebo frente a las formas de cdc42*, cdc42-

-+
— cdc42 G12V o cdc42-T17N clonadas en el plasmido pACT2.
— cdc42-G12V La interaccion de pAS2-pob1* con pACT2-cdc42* se
— ¢dc42-T17N utilizé como control positivo del ensayo.
- Histidina Figura 39. Exo70 no interacciona con Pob1. Ensayo
pACT2 pAS2 + Histidina + 40 mM 3AT de doble hibrido para estudiar la interaccion de

Exo70 vy diferentes formas de Pobl. La ORF de

exo/0" se clond en el plasmido pACT2 y se usd

cdc42* pobl*
exo70* pobl*
exo70* pobl-APH

exo/0¢

como cebo frente a las formas de pobl* y pobl-

APH (que no interacciona con cdc42*) clonadas en

—_ pobl* el pldasmido pAS2. La interaccidon de pAS2- pob1* con
— pob1-APH pACT2-cdc42* se utilizd como control positivo del
cdcd2+ _ ensayo.

wt [ K X N K "W Figura 40. La sobreexpresion de cdc42* y cdc42-

sec8-1 T17N suprimen parcialmente el fenotipo de

cdc42 termosensibilidad de la cepa mutante sec8-1.
sec8-1|cdc42G12V Crecimiento en EMM sin tiamina a las temperaturas

cdc42T17N L .
cdca? indicadas de las cepas silvestre (wt) y sec8-1

transformadas con pREP41 vacio, pREP41-cdc42*,
pREP41-cdc42-G12V y pREP41-cdc42-T17N.

wt | dea2c1zv ER ERE
cdc42717nv X K XIS
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wt | 41X-exo70*
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Figura 41. La sobreexpresion de exo70* no suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento de las
cepas silvestre (wt) y cdc42-L160S transformadas con pREP41X vacio, pREP41X-ex070* y pREP81X-ex070* en EMM sin tiamina

a las temperaturas indicadas.

La sobreexpresion de la t-SNARE sintaxina, pero no de la V-SNARE sinaptobrevina,

suprime la termosensibilidad de cdc42-L160S

Las vesiculas secretoras se anclan a la membrana plasmatica mediante el complejo del
exocisto y posteriormente se fusionan con ella en un proceso que implica la accion de las
proteinas SNARE. Ademas, en S. cerevisiae se ha descrito la regulacién del complejo SNARE por el
complejo del exocisto (Sivaram et al., 2005). Por consiguiente, la falta de complejos del exocisto
ensamblados en la zona de secrecién debe conducir a un descenso de la formacién o de la funcién
de los complejos SNARE. Para analizar la posible conexién entre Cdc42 y el aparato exocitico, se
sobreexpresaron las SNAREs implicadas en el proceso de fusién a la membrana plasmatica en la
cepa mutante cdc42-L160S y se comprobd si se producia la supresion de la termosensibilidad.
En S. pombe, el gen psyl* codifica una proteina esencial, homdloga a la sintaxina 1A (t-SNARE)
de mamiferos, que se localiza en la membrana plasmatica durante el crecimiento vegetativo
(Nakamura et al., 2001). La localizacion de GFP-Psyl en la membrana plasmatica de las células
cdc42-1L160S era correcta (Figura 42) y la sobreexpresion de esta proteina SNARE fue capaz de
suprimir parcialmente la termosensibilidad de las células cdc42-1L160S (Figura 43). Curiosamente,
la sobreexpresién de psyl” en la cepa mutante cdc42-L160S no recuperaba los defectos de
morfologia, por el contrario, las células se volvian mas redondas y no polarizadas y los cables
de actina no se restablecian (Figura 44). El exocisto no se polarizaba, pero Sec8-GFP se podia

observar por toda la membrana plasmatica (Figura 45).

La v-SNARE del complejo SNARE
de fusién a membrana plasmatica
en S. pombe es Sybl, de la familia
sinaptobrevina/VAMP.  Syb1l presenta
una alta similitud con las proteinas

Sncl y Snc2 de S. cerevisiae, que estan

cdc42-1160S relacionadas con las rutas exocitica y
endocitica (Gurunathanetal., 2000). Syb1

es esencial y se localiza en estructuras

Figura 42. Localizacién de la sintaxina Psyl en la cepa mutante
cdc42-L160S. Micrografias de fluorescencia de GFP-Psyl en las
cepas silvestre y mutante cultivadas en medio YES a 32°C. La barra  Citoplasmaticas de tipo vesicular de varios

corresponde a 5 pm.
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wt | 41X-psyl”
81X-psyl”

41X
cdc42-L160S| 41X-psyl*
81X-psyl”

Figura 43. La sobreexpresion de psyl* suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Células de las cepas
silvestre (wt) y mutante cdc42-L160S fueron transformadas con los plasmidos pREP41X , pREP41X-psy1* o pREP81X-psyl* e

incubadas en EMM en ausencia de tiamina a las temperaturas indicadas.

wt cdc42-L160S

41X 41X 41X-psyl*

Figura 44. La sobreexpresion de psyl* no restaura la organizacion de la actina de la cepa mutante cdc42-L160S. Micrografias
de la tincion con AlexaFluor 488-Faloidina de las cepas silvestre y mutante transformadas con los plasmidos pREP indicados.

Las células se cultivaron a 32°C en EMM sin tiamina durante 15 horas antes de ser tefiidas. La barra corresponde a 5 um.

tamafios (Edamatsu y Toyoshima, 2003). Estas vesiculas se concentran en la zona media y en los
polos, donde GFP-Syb1 también se observa en la membrana plasmatica (Figura 46). En las células
de la cepa mutante cdc42-L160S, GFP-Syb1 se observaba por todo el citoplasma, acumulada en
estructuras vesiculares heterogéneas que emitian una elevada fluorescencia y eran mucho mas
abundantes que en las células silvestres (Figura 46). Ademas, la sobreexpresion de Syb1 en la cepa

cdc42-1160S no suprime su termosensibilidad, sino que ejerce un efecto perjudicial (Figura 47).

De acuerdo con estos resultados, la cepa mutante cdc42-L160S tiene defectos en trafico
de membranas y en fusidn de vesiculas a la membrana plasmatica que pueden ser recuperados

mediante la sobreexpresién de la t-SNARE de la membrana plasmatica pero no de la v-SNARE.
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wt cdc42-L160S

41X 41X

41X-psy1*

Figura 45. La sobreexpresion de psy1* no polariza la localizacion de Sec8-GFP en la cepa mutante cdc42-L160S. Imagenes de
fluorescencia de la localizacion de Sec8-GFP en células de las cepas silvestre y mutante transformadas con los plasmidos pREP

indicados. Las células se cultivaron a 32°C en EMM sin tiamina durante 15 horas. La barra corresponde a 5 um.

Figura 46. La sinaptobrevina Syb1l se acumula
en las células de la cepa mutante cdc42-L160S.
Imégenes de fluorescencia de GFP-Syb1 en las
cepas silvestre y mutante cultivadas en YES a
32°C. La barra corresponde a 5 um.

s

Figura 47. La sobreexpresiéon de la sinaptobrevina syb1* agrava la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Las

células de las cepas silvestre y mutante transformadas con los plasmidos pREP41X o pREP41X-syb1* se incubaron en EMM sin

tiamina a las temperaturas indicadas.

La sobreexpresion de ypt2* suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-

L160S

Como se menciond en la Introduccion, Sec4 es una GTPasa de la familia Rab que se
encuentra altamente concentrada en vesiculas secretoras destinadas a fusionarse con la
membrana plasmatica (Goud et al., 1988). Se ha descrito que Sec4 es necesaria para la formacién
del complejo SNARE vy para la fusion de vesiculas con la membrana plasmatica (Grosshans et al.,
2006) y que tanto la subunidad Sec15 del complejo del exocisto como la proteina de unién a la
t-SNARE Sro7, son dianas de Sec4. La proteina ortdloga de Sec4 en S. pombe es Ypt2, que también

participa en las Ultimas etapas de la ruta secretora (Craighead et al., 1993). Para estudiar la posible
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wt 41X
cdc42-L160S 41X
41X-ypt2*
81X-ypt2*
" |41X—ypt.2*
81X-ypt2*

cdc42-L160S |

Figura 48. La sobreexpresion de ypt2* suprime parcialmente la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento
de las cepas silvestre y mutante transformadas con los pldasmidos pREP41X , pREP41X-ypt2* o pREP81X-ypt2* . Las células se

incubaron en EMM sin tiamina a las temperaturas indicadas.

interaccion funcional de Cdc42 vy los reguladores de la fusién de membranas, se sobreexpreso
ypt2* en la cepa mutante cdc42-L160S y se analizd el crecimiento celular. La sobreproduccion de
Ypt2 fue capaz de recuperar el crecimiento de las células cdc42-L160S a la temperatura restrictiva
de 36°C (Figura 48). Ademas, la sobreexpresién de ypt2* también mejord la morfologia celular,
apareciendo células mas alargadas que en la cepa transformada con el plasmido control (Figura
49). A pesar de la mejora morfoldgica, la localizacion de Sec8-GFP no variaba significativamente
en estas células (Figura 50). Tampoco se encontré mejoria en la formacién de cables de actina,
aunque los parches si estaban mas polarizados (Figura 51). Todos estos resultados indican que
la sobreproduccién de Ypt2 mejora parcialmente el crecimiento a temperaturas restrictivas y
la morfologia de las células cdc42-L160S independientemente de la localizacion del exocisto.
Es posible que la polarizacion de los parches de actina se deba a un aumento en la secrecién
polarizada en las areas donde previamente existia crecimiento polarizado (Gao et al., 2003).
Estos resultados también apoyan la hipdtesis de que las células cdc42-L160S tienen defectos en
la fusion de vesiculas a la membrana plasmatica que son mejorados al sobreexpresar Ypt2 o la
t-SNARE Psy1.

cdc42-L160S

41X-ypt2* 41X-ypt2*

Figura 49. La sobrexpresion de ypt2* mejora la morfologia de la cepa mutante cdc42-L160S. Imégenes de fluorescencia de
células silvestres y mutantes transformadas con los plasmidos pREP41X y pREP41X-ypt2* cultivadas e EMM sin tiamina durante

18 horas a 32°Cy tefiidas con calcofldor white. La barra corresponde a 5 pm.
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wt cdc42-1160S
41X 41X 41X-ypt2*

Figura 50. La sobreexpresion de ypt2* no mejora la localizacién del exocisto en la cepa mutante cdc42-L160S. Micrografias

Exo70-GFP

Sec8-GFP

de fluorescencia de las proteinas Exo70-GFP y Sec8-GFP en las cepas silvestre y mutante transformadas con los plasmidos

indicados. Las células se incubaron en EMM sin tiamina durante 18 horas a 32°C. La barra corresponde a 5 um.

wt cdc42-L160S

41X 41X 41X-ypt2*

Figura 51. La sobreexpresién de ypt2* repolariza los parches de actina en la cepa mutante cdc42-L160S. Tincién de
actina con AlexaFluor 488-Faloidina en células de la cepa silvestre y mutante transformadas con los plasmidos pREP41X

0 pREP41X-ypt2*. Las células se cultivaron en EMM sin tiamina a 32°C durante 18 horas antes de ser tefiidas. La barra
corresponde a 5 um.

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos en la incorporacion de FM4-64 y en la
formacidon de vacuolas

Una parte considerable de GFP-Cdc42 se localiza en la membrana de las vacuolas y
la microscopia electrénica mostré que las células de la cepa mutante cdc42-L160S tienen las

vacuolas fragmentadas (Figuras 21y 24). Esto sugiere que Cdc42 podria participar en el proceso
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de la fusion de membranas de endosomas a vacuolas en S. pombe, como vya se ha descrito en S.
cerevisiae (Eitzen etal., 2001; Muller etal., 2001). Para visualizar las vacuolas se utiliza el colorante
CDCFDA (5,6-carboxi-2’,7'-diclorofluoresceina diacetato) que es un compuesto derivado del
diacetato de fluoresceina (FDA) que se hidroliza a pH acido. En la vacuola, por tanto, se libera la
fluoresceina y esto permite el marcaje especifico de las mismas (Pringle et al., 1989). La tincién
con CDCFDA corrobord que en la cepa mutante cdc42-L160S existen defectos vacuolares y el
numero de vacuolas estd aumentado. Estos defectos no son debidos a la falta cables de actina,

puesto que la cepa for3A no los muestra (Figura 52).

DIC

CDCFDA

Figura 52. La cepa mutante cdc42-L160S tiene las vacuolas fragmentadas. Tincidn de vacuolas de células de las cepas silvestre,

cdc42-1160S y for3A mediante el colorante CDCFDA. La barra corresponde a 5 um.

El colorante de estirilo FM4-64 es un compuesto organico lipofilico con propiedades
fluorescentes que se internaliza desde la membrana plasmatica y se utiliza como marcador in
vivo de la ruta endocitica y de las vacuolas (Betz et al., 1992; Betz et al., 1996). En S. pombe,
la internalizacién del colorante FM4-64 ocurre en las zonas de crecimiento (Gachet y Hyams,
2005). Para ver si las células de la cepa mutante cdc42-L160S tenian defectos en endocitosis,
realizamos un estudio del transporte de FM4-64 a las vacuolas en células de la cepa silvestre,
cdc42-L160S y for3A. Tras incubar las células en hielo con FM4-64 durante 30 minutos, se
lavaron y fueron examinadas a diferentes tiempos usando microscopia de fluorescencia (Figura
53). La incorporacion de FM4-64 desde la membrana a los compartimentos intermedios tras 15
minutos fue similar en todas las cepas. Por el contrario, mientras que el colorante marcaba las
vacuolas entre los 30 y 60 minutos en las cepas silvestre y for3A, las células de la cepa cdc42-
L160S mostraban una tincion borrosa del citoplasma y de cuerpos vacuolares fragmentados y
pequefios, incluso transcurridos 60 minutos desde el lavado del colorante. Este ensayo cinético
indica que Cdc42 podria estar implicado en el trafico de membranas desde los endosomas a las

vacuolas.
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0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Figura 53. Cinética de internalizacion del colorante FM4-64 en células de las cepas silvestre, cdc42-L160S y for3A. Las células

cdc42-L160S

se cultivaron en medio YES a 32°C y posteriormente se realizo la tincién con FM4-64. Tras incubar las células en hielo durante

30 minutos, se lavaron y se tomaron imagenes a los tiempos mostrados.

La cepa mutante cdc42-L160S tiene defectos en la llegada de la carboxipeptidasa Y a
la vacuola

Para estudiar el posible papel de Cdc42 en el trafico de membranas desde los endosomas
a las vacuolas, se examind el efecto de la mutacion cdc42-L160S en el transporte de la hidrolasa
Cpy1 a la vacuola. Defectos en el transporte desde los endosomas tardios hacia la vacuola o
defectos en la biogénesis de las vacuolas pueden bloquear la llegada de la carboxipeptidasa
a las vacuolas, provocando su secrecion al exterior de la célula (lwaki et al., 2006; Miyatake
et al., 2007). La secrecion de Cpyl se evalud utilizando un ensayo de inmunoblot de colonias
(Conibear y Stevens, 2002) con un anticuerpo monoclonal anti-carboxipeptidasa desarrollado

para S. cerevisiae que también reconoce la proteina Cpyl de S. pombe. Como control negativo

O -wt Figura 54. La cepa mutante cdc42-L160S tiene defecto en el trafico de

carboxypeptidasa Y. Inmunoblot de colonias de las cepas silvestre, cdc42-L160S y

. - cdc42-L160S cpylA utilizando el anticuerpo anti-Cpy1 de S. cerevisiae.
-cpylA
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para el ensayo se utilizdé la cepa mutante cpyIA. Como se indica en la Figura 54, las células de la
cepa cdc42-1160S secretan Cpyl de manera anormal, lo cual indica que Cdc42 es necesaria para

que Cpy1l llegue a la vacuola.

Los supresores de la termosensibilidad de la cepa cdc42-L160S identificados corrigen

los defectos en el trafico de membranas en diferente grado

Para comprobar si los genes supresores de la termosensibilidad de cdc42-L160S también
eran capaces de corregir los defectos en el traficode membranas observados en esta cepa, primero
se analizd la localizacién de GFP-Syb1 en células cdc42-L160S transformadas con plasmidos de
sobreexpresion pREP41X que contenian la ORF de los genes pob1*, rho3*, psyl* e ypt2*. En todos
los casos se observo que la acumulacion de estructuras marcadas con GFP-Syb1 disminuia en las
células transformadas con los distintos supresores (Figura 55), aunque la localizacién de la sefial

en los polos es mas evidente en las células transformadas con pobl1* e ypt2-*.

La tincion con CDCFDA reveld que la morfologia y el tamafio de las vacuolas mejoraban
también en las células que sobreexpresaban los genes supresores (Figura 56). Si bien, en la
sobrepresion de ypt2* sélo se producia un pequefio incremento en el tamafio de las vacuolas
(Figura 57). La cinética del transporte de FM4-64 a las vacuolas en las células transformadas con
los plasmidos de sobreexpresion de los genes anteriormente citados mostré que la membrana

vacuolar estaba tefiida con FM4-64 tras 60 minutos en todos los casos (Figura 58).

Por ultimo, el ensayo de secrecion de Cpyl mediante inmunoblot de colonias mostré que
la sobreexpresién de los genes pob1*, rho3*, psyl* e ypt2* era capaz de reducir, en distinto grado,

la secrecién de Cpyl en la cepa cdc42-L160S (Figura 59).

wt cdc42-L160S

41X

41X 41X-pob1*

Figura 55. Los supresores de la
termosensibilidad de la cepa
mutante cdc42-L160S mejoran
la localizacion de GFP-Sybl.
Micrografias de fluorescencia
de la localizacion de GFP-Syb1l
en células de la cepa silvestre
transformadas con el plasmido
PREP41X vacio y células de la
cepa mutante transformadas
con los plasmidos pREP41X
vacio o conteniendo la ORF de
pob1*, rho3*, psyl* o ypt2*. Las
células se cultivaron en EMM
sin tiamina durante 15 horas a

32°C. La barra corresponde a 5

41X-rho3* 41X-psyl* A1X-ypt2* Hm-
cdc42-1160S
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41X
cdc42-1L160S

cdc42-L160S
41X-pob1*

41X-psy1*

Figura 56. Los supresores de la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S mejoran la morfologia de las vacuolas en
diferente grado. Tincién de vacuolas con CDCFDA de células de las cepas silvestre y mutante transformadas con los plasmidos
pREP41X o conteniendo la ORF de pob1*, rho3*, psyl* o ypt2*. Se muestran micrografias de fluorescencia y contraste de fases

de células cultivadas en EMM sin tiamina durante 15 horas a 32°C. La barra corresponde a 5 um.

En conjunto, todos estos resultados indican que la sobreproduccion de las proteinas Pob1,
Rho3, Psyl e Ypt2 aumenta, por diferentes mecanismos, el trafico de membranas y la secrecion
de la cepa cdc42-L160S.

También se realizé el estudio mediante microscopia electrénica de transmision de células
de la cepa cdc42-L160S que sobreexpresaban pob1* o rho3*. Como se puede ver en la Figura 60,
muchos de los agregados membranosos densos a los electrones que se observan en las células
cdc42-1L160S parecen estar dentro o conectados con las vacuolas fragmentadas. Las células que

sobreexpresaban pobl* o rho3* carecen de estos agregados de membranas, aunque algunas

Figura 57. Los supresores de la termosensibilidad

3 1.21 de la cepa mutante cdc42-L160S mejoran el tamafio
; ‘E 1'0_ de las vacuolas en diferente grado. Medida del
T =2 ' didmetro medio de las vacuolas en células de
S

E w 0'8_ las cepas silvestre y mutante transformadas con
"&; 2 0!6 plasmidos pREP41X portando la ORF de pobl,
E g 0;4 rho3*, psyl* o ypt2*. Las medidas se realizaron en
:f_ﬂ g 0,2 vacuolas tefiidas con CDCFDA, de células cultivadas
o > -

wit - pob'!* rho3 +psy1 +yp124' en EMM sin tiamina durante 16 horas a 32°C. Las
barras de error corresponden a la desviacién tipica
cdc42L160S ne200)
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estructuras membranosas, parecidas a cuerpos de Berkeley (Kita et al., 2011; Novick et al., 1980)
persisten dentro de las vacuolas, principalmente en las células que sobreexpresaban pobl*.
Estas micrografias corroboran que la sobreexpresion de pobl1* o rho3* supriman parcialmente
los defectos en la fusidn de vacuolas y el trafico de membranas observados en las células cdc42-
L160S.

0 min 60 min

cpyld Dot blot a-CPY

D wt
31 B cdc42-L160S

41X

Densidad media relativa

none pobT* rho3* psyl* ypt2*

41X-pobl”

Figura 59. Los supresores de la termosensibilidad
de la cepa mutante cdc42-L160S mejoran los
defectos del transporte de Cpyl a la vacuola. A la
izquierda se muestra el inmunoblot de células de
la cepa silvestre y mutante transformadas con los
pladsmidos pREP41X o portando la ORF de pobl*,
rho3+, psyl* o ypt2*. Las células fueron cultivadas

previamente en EMM sin tiamina durante 16 horas

41X-rho3"

a 32°C. Debajo se muestra la cuantificacién de las
densidades medias relativas a la secrecion de la
cepa silvestre. Las barras de error representan
la desviacién tipica de tres experimentos

independientes.

Figura 58. Los supresores de la termosensibilidad
de la cepa mutante cdc42-L160S favorecen la

llegada de FM4-64 a las vacuolas en diferente

41X-psy1”

grado. Las micrografias de fluorescencia muestran
la internalizacion de FM4-64 a tiempos 0 y 60
minutos en células de la cepa mutante cdc42-
L160S transformadas con el plasmido pREP41X
vacio o portando la ORF de pob1*, rho3*, psyl* o
ypt2*. Previo a la incubacién con FM4-64, las células

fueron cultivadas en EMM sin tiamina durante 16

A41X-ypt2*

horas a 32°C. La barra corresponde a 5 um.
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cdc42-L160S

)

cdc42-L160S + OE pob1*

Figura 60. Microscopia electrénica de transmisidon de célula de las cepas silvestre y mutante cdc42-L160S transformadas
con pREP41X , pREP41X-pobl1* o pREP41X-rho3*. Las células se incubaron en EMM sin tiamina durante 15 horas a 32°C y
posteriormente se fijaron con permanganato potasico para resaltar las estructuras membranosas. Las barras corresponden a 2

um. OE (overexpression, sobreexpresion)
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cdc42-L160S tiene defectos en la fusion homotipica de vacuolas

Como se indica en la Introduccion, las levaduras, y en particular S. pombe, controlan la
fusiony la fision de las vacuolas como mecanismo regulador que les permite adaptarse a diversas
situaciones de estrés, como el estrés osmatico (Bone et al., 1998). Puesto que la cepa mutante
cdc42-L160S muestra defectos en la morfologia y el tamafio de las vacuolas, se realizé una prueba
para comprobar si las vacuolas de la cepa mutante eran capaces de responder a situaciones de
estrés hipo-osmotico. Para ello se realizd una tincion de CDCFDA en células de las cepas silvestre
y cdc42-L160S cultivadas en medio YES con sorbitol 1,2 M a temperatura semipermisiva y se
transfirieron a medio YES sin sorbitol. Tras 10 minutos, en la cepa silvestre se pudo observar que
las vacuolas se habian fusionado para formar pocas vacuolas de gran tamafio (Figura 61). Por
el contrario, en las células de la cepa mutante cdc42-L160S no se observd ningun cambio en la

morfologia y tamafio de sus vacuolas (Figura 61).

En S. cerevisiae se ha demostrado que el estrés hiperosmatico estimula la produccion de
PtdIns(3,5)P, (Saundersetal., 2012). En S. pombe, la PtdIns3P 5-quinasa Ste12/Fab1 se encarga de
catalizar la formacion de PtdIns(3,5)P, en la vacuola (McEwen et al., 1999; Morishita et al., 2002).
En su ausencia, las vacuolas no son capaces de dividirse y ocupan la mayor parte del citoplasma.
La cepa mutante ste12-N9 muestra vacuolas de gran tamafio que pueden desplazar al nucleo del
centro de la célula (Kitamura et al., 1990). La ausencia de PtdIns(3,5)P, en estas células permite
gue sea un buen modelo para estudiar el estado de las vacuolas independientemente de los
procesos que pudieran conducir a la fisién de las mismas. Asi, en la cepa mutante cdc42-L160S
con este fondo genético, el estado de las vacuolas dependeria solo de los procesos de formacion
y fusién de las vacuolas. La tincién con CDCFDA mostré que la cepa doble mutante cdc42-L160S
ste12-N9 tiene vacuolas de gran tamafio, pero no tan grandes como las del mutante sencillo
ste12-N9 (Figura 62). Estos datos sugieren que la cepa mutante cdc42-L160S tiene defectos en la

fusién homotipica de vacuolas.

YES+Sorbitol ——» YES
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Figura 61. Las vacuolas de la cepa mutante
cdc42-L160S no responden al estrés
hipoosmético. Imagenes de fluorescencia
de vacuolas tefiidas con CDCFDA en células
de las cepas silvestre y mutante cultivadas
a 32°C en YES con sorbitol 1,2M (izquierda)

y tras 10 minutos de ser transferidas a YES

wt

(derecha). La barra corresponde a 5 pm.

cd42-.160S
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cdc42-L160S ste12-N9 cdc42-L160S

CDCFDA

Figura 62. La cepa mutante cdc42-L160S presenta defectos de fusion vacuolar. Micrografias de fluorescencia de vacuolas

tefiidas con CDCFDA en las cepas indicadas. Las células se cultivaron a 32°C en medio YES. La barra corresponde a 5 um.

Existe interaccion genética entre la cepa mutante cdc42-L160S y las GTPasas Rab de la

vacuola

La fusion de las vacuolas en S. pombe esta regulada directamente por la GTPasa de la familia
Rab Ypt7 e indirectamente por la GTPasa de la familia Rab Ypt71 (Kashiwazaki et al., 2009). Por

ello se decidié estudiar la interaccion genética entre estas GTPasas y cdc42-L160S.

La GTPasa homologa de Rab7, Ypt7, regula la fusién de las vacuolas y en su ausencia las
vacuolas se encuentran altamente fragmentadas y las células no pueden fusionar sus vacuolas
en respuesta a estrés hipo-osmotico (Bone et al., 1998). La sobreexpresion de ypt7* en la cepa
mutante cdc42-L160S suprime parcialmente su termosensibilidad (Figura 63), mientras que el
doble mutante cdc42-L160S ypt7A presenta un fenotipo de termosensibilidad mas severo que
EMM+T 28°C EMM-T 28°C EMM-T 36°C

e © ® ® © |
cdca2-1160541x | R K K
O © @ & =
cdca2-11605 Ja1x- ypt7+ [ K T IR
N @ @ ® & 2

M ® ® ® @

wt | 41X-ypt7*

81X-ypt7*

Figura 63. La sobreexpresion de ypt7* suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento de las cepas
silvestre (wt) y mutante transformadas con los pldasmidos pREP41X, pREP3X-ypt7*, pREP41X-ypt7* 0 pREP81X-ypt7* incubadas

en EMM con y sin tiamina (T) a las temperaturas indicadas.
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Figura 64. La delecion de ypt7* agrava la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento de células de las

cepas silvestre (wt), cdc42-L160S, ypt7A y cdc42-L160S ypt7A en medio YES incubadas a las temperaturas indicadas.

MM-+T 28°C MM-T 28°C MM-T 36°C

wt 41X
cdc42-L160S 41X
41X-ypt71*
81X-ypt71*
wt |41)(-],f,r:)l“7.‘l+
81X-ypt71*

Figura 65. La sobreexpresion de ypt71* agrava la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento de células

cdc42-L160S |

de las cepas silvestre (wt) y mutante transformadas con el plasmido pREP41X, pREP41X-ypt71* y pREP81X-ypt71*. Las células se

incubaron en EMM en presencia y en ausencia de tiamina (T) a las temperaturas indicadas.

28°C 32°C 36°C

&
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ypt71A cdc42-11605 £ K |

Figura 66. La delecion de ypt71* no afecta a la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Crecimiento de células de
las cepas silvestre (wt), cdc42-L160S, ypt71Ay cdc42-L160S ypt71A en medio YES a las temperaturas indicadas.

los mutantes sencillos (Figura 64).

Se ha propuesto que la GTPasa Ypt71 actla como regulador negativo de Ypt7, por lo que en
ausencia de Ypt71, Ypt7 estaria mds activa y por tanto las vacuolas son mas grandes (Kashiwazaki
et al., 2009). Como era de esperar, la sobrexpresién de ypt71* en la cepa mutante cdc42-L160S
no suprimio la termosensibilidad de las células cdc42-L160S, por el contrario, en dosis elevadas,
esta proteina resulta mas toxica en cdc42-L160S que en la cepa silvestre (Figura 65). Por otro
lado, el doble mutante cdc42-L160S ypt71A resultd ser tan termosensible como la cepa cdc42-
L160S (Figura 66).

Mediante tincion de vacuolas con el colorante CDCFDA en células de la cepa cdc42-L160S
que carecian o sobreproducian las GTPasas Ypt7 e Ypt71, se observd que en la cepa doble mutante
cdc42-1L160S ypt7A las células presentaban vacuolas similares a las de la cepa sencilla ypt7A, un
poco mas dispersas que en la cepa cdc42-L160S (Figura 67). Por el contrario, mientras que en las

células ypt71A las vacuolas tienen un tamafio mayor que en las células silvestres, las vacuolas del
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CDCFDA

Figura 67. La deleuon de ypt7* afecta negativamente a la morfologla de las vacuolas de la cepa mutante cdc42-L160S. Tincién
de vacuolas con CDCFDA de células de las cepas silvestre (wt), cdc42-L160S, ypt70 'y cdc42-L160S ypt7A incubadas a 25°C en

medio YES. La barra corresponde a 5 um.

ypt71A
cdc42-L160S ypt71A cdc42-L160S

CDCFDA

Figura 68. La delecidn de ypt71* no afecta a la morfologia de las vacuolas de la cepa mutante cdc42-L160S. Tincion de vacuolas
con CDCFDA de células de las cepas silvestre, cdc42-L160S, ypt71A y cdc42-L160S ypt71A incubadas a 32°C en medio YES. La

barra corresponde a 5 um.

doble mutante cdc42-1L160S ypt71A son idénticas a la del mutante sencillo cdc42-L160S (Figura
68). De la misma manera, la sobreexpresion de ypt7* produjo una ligera mejoria en el aspecto
de las vacuolas de la cepa cdc42-L160S (Figura 69) mientras que la sobreexpresién de ypt71* no

afectd al aspecto de las mismas (Figura 69).

Todos estos datos sugieren que Cdc42 participa en la fusion vacuolar y que su funcion esta
relacionada con las GTPasas Ypt7 e Ypt71, si bien aun desconocemos el mecanismo molecular

de dicha relacion.
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Figura 69. La sobreexpresion de ypt7* mejora ligeramente el fenotipo de las vacuolas en la cepa mutante cdc42-L160S.
Micrografia de fluorescencia de vacuolas tefiidas con CDCFDA en células de la cepa silvestre y mutante transformadas con el
plasmido pREP41X, pREP41X-ypt7* 0 pREP41X-ypt71*. Las células se incubaron en EMM sin tiamina durante 17 horas a 32°C
antes de ser tefiidas. La barra corresponde a 5 um.

La termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S se debe a defectos en la pared

celular

Los defectos en el trafico de membranas pueden causar problemas en la integridad celular
ya que muchas proteinas presentes en la membrana plasmatica son necesarias para mantener
dicha integridad. De hecho, la cepa cdc42-L160S sufre lisis celular a temperaturas elevadas y su
termosensibilidad desaparece en presencia de un estabilizador osmatico como el sorbitol 1,2M
(Figura 70). La adicion de sorbitol al medio también puede aliviar los defectos de endocitosis
asociados con lainternalizacion de la membrana plasmatica (Padte et al., 2006) pero en las células
cdc42-1L160S no se encontraron defectos en las primeras etapas de la internalizacién de FM4-64
(Figura 53). Por ese motivo, analizamos la composicién de la pared celular de la cepa mutante
cdc42-1L160S para comprobar posibles anomalias. El fraccionamiento de los componentes de la
pared celular indicé que las células de la cepa mutante mostraban defectos en la pared celular a
36°C, con un descenso significativo en la cantidad de B-(1,3)-D-glucano, el polimero estructural
principal. Mientras que en las células de la cepa silvestre este polimero representa el 20,2 £ 1,2%
de la glucosa total incorporada a 28°Cy el 24,2 £ 0,8% a 36°C, en las células de la cepa mutante
cdc42-L160S corresponde al 19,0 + 3,2% de la glucosa total incorporada a 28°Cy el 16,1 £ 3,8% a

36°C (Figura 71). Este defecto podria ser responsable de la lisis celular observada a 36°C.

32°C 34°C 36°C

YES |cdc42—L1605 Q&

YES +
Sorbitol

cdcaz-1160s X K

Figura 70. La termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S es suprimida por un estabilizador osmético. Crecimiento de

las cepas silvestre y mutante en medio YES y medio YES con sorbitol 1,2M a las temperaturas mostradas.
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La cepa mutante cdc42-L160S tiene defectos en la localizaciéon de Bgs1

El B-(1,3)-D-glucano de S. pombe es sintetizado por Bgs1 y Bgs4 durante el ciclo vegetativo.
Bgsl es responsable de la sintesis del B-(1,3)-D-glucano que constituye el septo primario y de
parte del B-(1,3)-D-glucano que se sintetiza en los polos durante el crecimiento apical (Cortés et
al., 2002; Cortés et al., 2007). Bgs4 sintetiza la mayor parte del B-(1,3)-D-glucano que forma la
pared celular durante el crecimiento celular (Cortés et al., 2005). Tanto Bgs1 como Bgs4 se pueden
concentrar en los polos en ausencia de cables de actina o en ausencia del exocisto, pero no en
ausencia de ambos. Aunque la presencia de F-actina no es necesaria para su mantenimiento en
la membrana plasmatica, estas proteinas necesitan la polimerizacion de actina para ser retiradas
de la membrana (Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2002; Cortés et al., 2007). Para comprobar si
los defectos observados en la composicidn de la pared de las células cdc42-L160S se debian a
defectos en la localizacion de Bgs1 o Bgs4, se analizé la localizacion de estas proteinas fusionadas

a GFP alatemperatura semipermisiva de 32°C. Como muestra la Figura 72, GFP-Bgs4 se localizaba

GFP-Bgsl GFP-Bgs4

Figura 72. La localizacion de
GFP-Bgsl esta afectada en la
cepa mutante cdc42-L160S.
Micrografias de fluorescencia de
la localizacién de las proteinas
GFP-Bgsl y GFP-Bgs4 en células
de las cepas silvestre y mutante.
Las células fueron cultivadas
en medio YES a 32°C. La barra

corresponde a 5 pm.

cdc42-L160S

~
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en los polos y en la zona del septo en las células de la cepa silvestre. En la cepa mutante cdc42-
L160S, la localizacion de GFP-Bgs4 era similar aunque se observod cierta acumulacion interna
de GFP-Bgs4 (Figura 72). Mediante experimentos de recuperaciéon de la fluorescencia tras el
fotoblanqueo (destruccion fotoquimica del fluordforo) o FRAP en los que se eliminaba la sefial de
GFP-Bgs4 del polo de células silvestres y cdc42-L160S, no se encontraron diferencias significativas
en la tasa de recuperacion de la sefial, ya se tratase del fotoblanqueo de una pequefia porcién del
polo (Figura 73), o bien de la eliminacion de la sefial en todo el polo (Figura 74). Estos resultados
indican que la cepa mutante cdc42-L160S no tiene defectos importantes en el trafico de Bgs4 y

su difusion por la membrana.

GFP-Bgs1 se localiza en los polos y en la zona del septo en células de la cepa silvestre pero,
a diferencia de GFP-Bgs4, en la cepa cdc42-L160S la localizacidn en los polos es deficiente y GFP-
Bgsl se acumulaba masivamente en estructuras heterogéneas de aspecto vesicular por todo
el citoplasma (Figura 72). Estos datos sugieren que los defectos de localizacién de Bgsl en la
membrana plasmatica podrian ser los responsables de los defectos de pared celular en la cepa
mutante cdc42-L160S. Ademas, estos datos sugieren que hay diferentes mecanismos para el

transporte de las proteinas Bgs1 y Bgs4.

A -20

o

10

N
o

60 sec

-
E ;
[
=

cdc42-L160S

- W

B 5 1 - _
3 g ‘cdc42-L1605_
0.8
T O .6- i
TS
E 8 .4' 7
w o .
§8°7
=N TN

20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (seg)

Figura 73. La cepa mutante cdc42-L160S no muestra defectos en la recuperacién de la sefial de GFP-Bgs4 en una pequefia
region de la membrana. A) Micrografias de fluorescencia de la recuperacion de la sefial de GFP-Bgs4 tras el fotoblanqueo de
una pequefia region del polo en las cepas silvestre y mutante cdc42-L160S. El fotoblanqueo se realizé aplicando un laser a 488
nm. Las imagenes se tomaron antes de aplicar el fotoblanqueo, inmediatamente después del fotoblanqueo y a intervalos de 10

segundos. B) El grafico muestra la recuperacion de GFP-Bgs4 (n=10) en las cepas silvestre y mutante en este experimento.
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cdc42-L160S

Figura 74. La cepa mutante cdc42-L160S no muestra defectos en el trafico de GFP-Bgs4 a la membrana. Micrografias de
fluorescencia de la recuperacion de la sefial de GFP-Bgs4 tras el fotoblanqueo de la sefial de todo un polo celular en células
de las cepas silvestre y mutante cdc42-L160S. El fotoblanqueo se realizd aplicando un laser a 488 nm a una region de 40 x 10
pixeles. Las imdgenes se tomaron antes de aplicar el fotoblanqueo, inmediatamente después del fotoblanqueo y a intervalos

de 1 minuto.

Cdc42 y la conjugacion

La cepa mutante cdc42-L160S muestra dificultad para conjugar

En S. cerevisiae la GTPasa Cdc42 es un elemento clave en la regulacién de varias etapas de
la conjugacion. En S. pombe, se ha sugerido que Cdc42 interviene en la regulacién del crecimiento
polarizado durante la conjugacion ya que la eliminacion del GEF Scd1 o del adaptador Scd2 hace
a las células estériles (Medkova et al., 2006). En nuestro laboratorio se han descrito diversos
mutantes de cdc42 que son estériles (Pérez y Rincon, 2010). La cepa mutante cdc42-L160S no lo
es pero muestra defectos en el establecimiento del crecimiento polarizado y se han observado
dificultades a la hora de realizar cruces con ella. La cepa cdc42-L160S no cruza de una forma tan
eficiente como la cepa silvestre a la temperatura permisiva de 25°C (Figura 75). El andlisis de la
eficiencia de conjugacion y de esporulacion de las cepas homotalicas silvestre y cdc42-L160S
indicé que existia un descenso significativo en la formacion de zigotos y de esporas en la cepa
cdc42-L160S tras 24 horas en medio minimo sin nitrogeno (Figura 75). Estos hechos hicieron que
nos decidiésemos a caracterizar los defectos de la cepa mutante cdc42-L160S durante el proceso
de conjugacion.

r Figura 75. La cepa mutante muestra baja eficiencia
A t ) cdc42-1160S

de conjugacion y de esporulacion. A) Micrografias de
contraste de interferencia diferencial de células h®
silvestres y cdc42-L160S tras ser incubadas en medio MEA
durante 48 horas a 25°C. La barra corresponde a 5 pum.
B) Eficiencia de conjugacion de células (n>1000) de las
cepas h® silvestre y mutante cdc42-L160S incubadas en

EMM sin nitrégeno durante 24 horas a 25°C y agitacion

B suave (75 rpm). C) Eficiencia de esporulacion de las
s . Lz Eficiencia de esporulacién . - N
Eficiencia de conjugacion mismas. Las barras de error indican la desviacién tipica de
60 70 . . .
5 experimentos independientes.
50 60
40 50 L . o .
o 0 Eficiencia de conjugacion = 100x[2x(zigotos +
2 30 ascas)/(células+2x(zigotos + ascas))] ; Eficiencia de
20 e A ., .
10 10 esporulacién = 100x[ascas/(zigotos + ascas)].
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La cepa mutante cdc42-L160S activa la ruta de MAPK de respuesta a feromonas

La activacién del factor de transcripcidon Stell es necesaria para que se inicie el proceso
de conjugacién. Diferentes sefiales extracelulares e intracelulares activan la transcripcion del gen
ste11” y la fosforilacion de la proteina Stell que conduce a su localizacién nuclear (Qin et al.,
2003). Lalocalizacion de la proteina de fusion Ste11-GFP en distintas cepas se puede correlacionar
con su actividad transcripcional. En células de la cepa silvestre cultivadas en medio minimo, la
localizacion de Stel11-GFP en el nucleo es apenas apreciable, mientras que en la cepa mutante
cdc42-1L160S parecia haber mayor cantidad de Stel1-GFP en el nucleo tanto en fondo genético

A

cdc42-1160S
EMM

h90

h+

% de células con Ste11-GFP en

el nucleo

h90 h* h- h90 h* h-

wt cdc42-L160S

Figura 76. Localizacion nuclear de Ste11-GFP en |la cepa mutante cdc42-L160S. A) Micrografias de fluorescencia de la localizacion
de Ste11-GFP en células homotdlicas h*® y heterotalicas h* de las cepas silvestre y mutante incubadas en EMM y en EMM sin
nitrégeno (N) durante 5 horas a 25°C y agitacion suave. La barra corresponde a 5 um. B) La grafica muestra los porcentajes
de células con Ste11-GFP nuclear en los cultivos de EMM sin nitrogeno. Las barras de error indican la desviacion tipica de tres

experimentos independientes.
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homotalico como heterotalico (Figura 76A). Tras 5 horas en medio minimo sin nitrégeno, tanto
la cepa silvestre como la mutante mostraban mayores niveles de localizacién de Stel1-GFP en
el nucleo en el caso del fondo genético h*® (Figura 76A). Por tanto parece que cdc42-L160S es
capaz de activar la transcripcién de los genes necesarios para la conjugacion. Sin embargo, el
porcentaje de células de la cepa mutante con localizacién nuclear de Stel1-GFP es menor con
respecto a la cepa silvestre (Figura 76B). En el caso de las cepas heterotélicas, tanto en la cepa
h* como en la h™ de la cepa silvestre, el porcentaje de células con localizacién nuclear de Stel1-
GFP era muy bajo ya que no se estaba activando la ruta de las MAP quinasas de respuesta a
feromonas (Figura 76B). En la cepa mutante cdc42-L160S los niveles de localizacion nuclear de
Ste11-GFP en las cepas heterotalicas h* y h-eran mas elevados, si bien no alcanzaban los valores
de la cepa homotalica h*° (Figura 76B). Tanto en las células silvestres como en las mutantes, el
porcentaje de células con altos niveles de Stel1-GFP nuclear era mayor en las células h* que en
las h~. Esto es debido, probablemente, a que las cepas h* son mas propensas a la reversion del
tipo sexual.

En resumen, estos datos indican que en la cepa mutante cdc42-L160S el factor de
transcripcion Stell podria estar parcialmente activo y aumenta su nivel de activacién al
estimularse la sefializacidn de la ruta de MAP quinasas de respuesta a feromonas. Esta respuesta

es, sin embargo, mucho menor que la detectada en la cepa silvestre.

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos de polaridad durante la conjugacion

En S. pombe las células continlan creciendo durante la parada de ciclo en G1 inducida por
feromonas (Davey, 1991; Davey y Nielsen, 1994). El crecimiento continta ocurriendo en el polo
de la célula pero ya no se limita a ser paralelo al eje longitudinal de la célula y la célula se alarga
hacia la fuente de feromonas (Fukui et al., 1986; Leupold, 1987). Para continuar investigando el
papel de Cdc42 en conjugacion, se estudio la morfologia de la cepa mutante cdc42-L160S en un
fondo genético homotadlico a lo largo del proceso. Para ello se visualizo la proteina de fusion GFP-

Psyl que marca la membrana plasmatica de las células. Como muestra la Figura 77, las células

wt

cdc42-L160S

Figura 77. La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos morfolégicos durante la conjugacidn. Micrografias de fluorescencia
de GFP-Psy1 en células homotalicas de las cepas silvestre y mutante tras ser incubadas en EMM sin nitrégeno durante 6 horas

a 25°Cy agitacién suave. La barra corresponde a 5 um.
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Resultados

Figura 78. GFP-Cdc42-L160S se localiza correctamente durante la conjugacion. Micrografias de fluorescencia de GFP-Cdc42 en
la cepa silvestre y de GFP-Cdc42-L160S en la cepa mutante cdc42-L160S. Los cultivos de células homotadlicas se incubaron en

EMM sin nitrégeno durante 6 horas a 25°C y agitacion suave. La barra corresponde a 5 pm.

incubadas en EMM sin nitrogeno pierden la polaridad adquiriendo una morfologia redondeada. El
crecimiento de las proyecciones denominadas shmoos parecia deficiente, siendo mas pequefios
y cortos que en las células silvestres. Tras la fusién de las células los puentes de conjugacion eran
mas estrechos que los de las células silvestres y no se ensanchaban posteriormente (Figura 77).

El hecho de que las células de la cepa cdc42-L160S adquirieran una morfologia redondeada
y los defectos de los shmoos hizo que se estudiara la localizacién de las proteinas de fusion GFP-
Cdc42 y GFP-Cdc42-L160S expresadas bajo el control del promotor de cdc42* e integradas en un
locus exdgeno en un fondo genético homotalico. En la cepa silvestre GFP-Cdc42 se acumulaba
en la zona de contacto entre las células antes y durante el crecimiento polarizado del shmoo
(Figura 78). Tras la fusion de las células la sefial de GFP-Cdc42 desaparecia. De forma similar, GFP-
Cdc42-L160S se acumulaba en la zona de contacto de las células y en la proyeccién de shmoo,

desapareciendo la sefial tras la fusion celular (Figura 78).

mmmm  Figura 79. No se detecta

Cdc42 activo en la membrana
plasmdtica de la cepa cdc42-
L160S durante la conjugacion.
Micrografias de fluorescencia de
CRIB-GFP en células homotalicas

e - de las cepas silvestre y mutante

". tras 6 horas de incubacion

‘ en EMM sin nitrégeno a 25°C
y agitacion suave. La barra

1 corresponde a 5 um.

cdc42-L160S

79



La localizacion de la GTPasa unida a GTP durante el proceso de conjugacién, se realizod
mediante la visualizacién de CRIB-GFP. En la cepa mutante no se detectaba Cdc42-L160S activa
en la membrana plasmatica, mientras que en la cepa silvestre se observaba Cdc42 activa en la
membrana incluso antes de que se produjera la polarizacion del shmoo, abarcando las regiones
de la membrana plasmatica mas proximas a otras células, durante la proyeccién del shmoo'y tras

la fusion de las células en el puente de conjugacion (Figura 79).

Estos datos nosindican que Cdc42-L160S es capaz de localizarse en la membrana plasmatica

pero no en su estado activo.

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos en el citoesqueleto de actina durante

la conjugacion

Puesto que la cepa mutante presentaba defectos morfolégicos durante el proceso de
conjugacion, se decidid estudiar como estaba estructurado el citoesqueleto de actina ya que es

fundamental durante la diferenciacién sexual (Petersen et al., 1998a).

Trascincohorasprivadasdenitrogeno, lascélulasdelacepahomotalicasilvestre presentaban
los parches de actina distribuidos en los dos polos y en algunas células se encontraban distribuidos
de forma asimétrica en las regiones mas proximas a otras células sin ser visibles cables de actina.
En las células que ya estaban proyectando shmoos o que estaban en proceso de fusién, los
parches estaban totalmente polarizados hacia esa zona y ya se observaban cables de forma muy
débil. Tras la fusién celular, los parches de actina aparecian dispersos por todo el zigoto (Figura
80). En el caso de la cepa cdc42-L160S, los parches de actina estaban totalmente despolarizados
antes de que se observase cualquier tipo de contacto con otra célula. En algunos casos, cuando
una célula se encontraba cerca de otra, los parches se concentraban en la zona mas proxima a

ésta, también se observaban células que polarizan los parches hacia mas de una célula y ademas

wt

cdc42-L160S

Figura 80. La cepa cdc42-L160S tiene el citoesqueleto de actina despolarizado durante la conjugacion. Micrografias de
fluorescencia de la tincion con AlexaFluor 488-Faloidina de células h*® de las cepas silvestre y mutante fijadas tras ser incubadas

en EMM sin nitrégeno durante 6 horas a 252C y agitacion suave. La barra corresponde a 5 um.
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Figura 81. GFP-Pob1 no se localiza en la cepa mutante cdc42-L160S. Las micrografias de fluorescencia muestran la localizacion
de GFP-Pob1l en células h® de las cepas silvestre y mutante tras ser incubadas 6 horas en EMM sin nitrégeno a 25°C con

agitacion suave. La barra corresponde a 5 um.

mantenian parches dispersos por todo el contorno celular. Las células que conseguian polarizar
el crecimiento y desarrollar un shmoo hacia otra célula mostraban los parches dispersos por toda
la célula pero mas agrupados en la zona del pequefio shmoo. En estos estadios de la conjugacion
también se intuian cables de actina partiendo del shmoo, pero de manera mas débil que en la

cepa silvestre (Figura 80).

Puesto que la proteina adaptadora Pob1 interviene en la organizacion del citoesqueleto de
actina durante el crecimiento vegetativo e interacciona con la GTPasa Cdc42 activa (Rincon et al.,
2009; Toya et al., 1999) estudiamos su localizacién durante la conjugacion y vimos que GFP-Pob1
seguia el mismo patron de localizacion que la sonda CRIB-GFP en la cepa silvestre. De la misma
manera, en la cepa mutante cdc42-L160S no se observaba ninguna sefial en la membrana a la

temperatura permisiva de 25°C (Figura 81).

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos de aglutinacion

Stellinducelaexpresiéndenumerososgenesnecesariosparalaconjugaciénentrelosquese
encuentran los genes de las aglutininas. Map4 es la aglutinina presente en células P mientras
que Mam3 es la aglutinina presente en las células M (Mata y Bahler, 2006; Sharifmoghadam et
al., 2006; Sharifmoghadam y Valdivieso, 2008). Estas glicoproteinas favorecen la aglutinacién
celular que ocurre fundamentalmente en las proyecciones de los shmoos mediada por puentes
de hidrégeno (Calleja et al., 1981),

La aglutinacion permite la union de las células antes de que comiencen a degradar la
pared celular para fusionarse. Facilita, por tanto, la fusion celular y la eficiencia de la conjugacion
puede disminuir debido a defectos en la aglutinacion. Para determinar si la cepa mutante
cdc42-1L160S tenia defectos en la aglutinacion, las cepas homotalicas silvestre y mutante se

cultivaron en medio minimo sin nitrogeno durante 24h y con agitacion suave vy, al cabo de ese
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Figura 82. La cepa mutante cdc42-L160S presenta defectos de
aglutinacién. A) Aspecto de cultivos homotalicos de las cepas silvestre

y mutante cdc42-L160S incubadas en EMM sin nitrégeno durante 24
cdc42-1160S

horas a 25°C y agitacion suave. B) Representacion grafica del indice

de aglutinaciéon (A.l.) calculado como A.1.=D.0.. /D.O

B 5 Tfinal Tinicial’ donde

D.O. es la densidad dptica de la parte superior de los cultivos tras
5 4 dejarlos reposar en tubos de ensayo durante 5 minutos, para permitir
E 3 la sedimentacién, medida a tiempo O, al inocular los cultivos en EMM
=1 sin nitrégeno y a tiempo 24 horas tras ser incubados a 25°C y agitacion
g 2 suave. Las barras de error representan la desviacion tipica de tres
g 1 experimentos independientes.
£

0 T

wt cdc42-L160S

tiempo, se observd el aspecto que presentaban. El cultivo de la cepa silvestre mostraba grandes
acumulos bien diferenciados mientras que en la cepa mutante el aspecto del cultivo era muy
homogéneo y sin grandes acumulos (Figura 82A). Para cuantificar los defectos de aglutinacion
utilizamos un indice de aglutinacion calculado tal y como se describe en la seccion de Materiales
y Métodos. Asi se comprobd que la capacidad de aglutinacién de la cepa cdc42-L160S era,

aproximadamente, el 25% de la de la cepa silvestre (Figura 82B).

Para analizar la causa de los defectos de aglutinacion, estudiamos mediante microscopia la
localizacion de Map4-GFP, la aglutinina expresada enlas células de tipo sexual h* (Sharifmoghadam
et al., 2006). Como se puede observar en la Figura 83, mientras que en las células de la cepa
silvestre Map4-GFP aparece localizada en la zona de contacto entre las células desde donde se
extiende por la pared de la célula h*, en las células de la cepa mutante cdc42-L160S la sefial es
mucho mas tenue en la zona de contacto y no se llega a observar difusién lateral de la sefial. Estos
datos sugieren que en la cepa cdc42-L160S la aglutinina Map4-GFP podria estar expresandose

menos a causa del descenso en los niveles de activacién de Stel1 con respecto a la cepa silvestre.

wt cdc42-L160S Seffal 2x

Figura 83. La aglutinina Map4-GFP no se localiza bien en la cepa mutante cdc42-L160S. Micrografias de fluorescencia
de Map4-GFP en células homotalicas de las cepas silvestre y mutante tras ser incubadas 6 horas en EMM sin nitrogeno
a 25°Cy en agitacion suave. Se ha aumentado la sefial en las imagenes de cdc42-L160S para permitir la visualizacion de

Map4-GFP. La barra corresponde a 5 um.

82



. ¥
< 4 §
b e a ’
‘q » -
H -
3 a v :
H - et -
9 . e | i
a. O %
bl o i
G e s b
ol 1 - »
I"o'- % . a 7
3 I~ - 5,
wl| o .
- '
F)
g I
| i
& ’
w | 3] . ‘
L) 1 '
1 N - L]
Q| sr
o |S
[7s] [¥] .
ag?®

Figura 84. El exocisto de la cepa mutante cdc42-L160S se localiza correctamente durante la conjugacidn. Micrografias de
fluorescencia que muestran la localizacion de Exo70-GFP y Sec8-GFP en células h*° de las cepas silvestre y mutante. Las células

se incubaron en EMM sin nitrégeno durante 6 horas a 25°C y agitacion suave. La barra corresponde a 5 um.

Estudio del exocisto en la cepa mutante cdc42-L160S durante la conjugacion

Una de las premisas del crecimiento polarizado es que tenga lugar el aporte de nuevo
material de membrana que permita la remodelacién y sintesis de nueva pared celular. Este
aporte ocurre a través de la secrecion, en la que el exocisto juega un papel clave. Se ha descrito
que el exocisto desempefia su funcién en diferentes momentos de la diferenciacion sexual en
S. pombe, siendo esencial para la correcta secrecion de las aglutininas (Sharifmoghadam et al.,
2010). Durante el crecimiento vegetativo, la localizacion del exocisto en el mutante cdc42-L160S
es defectuosa, por lo que se estudidé la localizacion de los componentes del exocisto Sec8-GFP y
Exo70-GFP en la cepa mutante durante la diferenciacion sexual. Como se muestra en la Figura 84,
la localizacion de Sec8-GFP y de Exo70-GFP en la cepa silvestre sigue el mismo patron observado
en GFP-Pobl y CRIB-GFP. Sorprendentemente, en la cepa mutante cdc42-L160S, a diferencia
de lo que ocurria con GFP-Pob1 y CRIB-GFP, la localizacién de los componentes del exocisto era

similar a la de la cepa silvestre. Por tanto, los defectos observados en cdc42-L160S, durante la
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Figura 85. Bgsl y Bgs4 se localizan correctamente en la cepa mutante cdc42-L160S durante la conjugacion. Micrografias de
fluorescencia que muestran la localizacion de GFP-Bgs1 y RFP-Bgs4 en células h®® de las cepas silvestre y mutante. Las células se

incubaron en EMM sin nitrogeno durante 6 horas a 25°C y agitacidn suave. La barra corresponde a 5 um.

conjugacién, tanto morfolégicos como de aglutinacion, no son producidos por la deslocalizaciéon
del exocisto.

Remodelacion y sintesis de pared en la cepa mutante cdc42-L160S durante la

conjugacion

Durante el crecimiento vegetativo, la cepa cdc42-L160S mostraba defectos en la sintesis
de la pared celular, posiblemente debidos a los problemas de localizacién de la B-glucan sintasa
Bgsl. Por ello se analizd la localizacion de GFP-Bgs1 y RFP-Bgs4 durante la conjugacion. Tanto
en la cepa silvestre como en la cepa mutante, GFP-Bgs1 y RFP-Bgs4 se localizaban de manera
idéntica en las zonas de crecimiento polarizado, durante la fusion celular y posteriormente en el

puente de conjugacion (Figura 85).

Defectos en la remodelacion de la pared celular también podrian causar problemas en la
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fusion celular ya que la pared entre las células que se fusionan tiene que ser digerida. Dnil es
una proteina similar a las claudinas, con cuatro dominios transmembranales que se localiza en
la punta de los shmoos, en la zona de contacto entre las células del prezigoto y en el puente de
conjugacion, y es necesaria para la reorganizacién de la pared celular y la fusién celular durante
la conjugacion (Clemente-Ramos et al., 2009). Para investigar si la regulaciéon de la remodelacién
de la pared celular estaba afectada, se estudié la localizacién de la proteina de fusiéon Dnil-GFP.
Como se puede observar en la Figura 86, no se apreciaron defectos en la localizacién de Dnil-
GFP en la cepa mutante cdc42-L160S.

La localizacion de la formina Fus1 no depende de Cdc42

Se ha descrito que la formina Fusl es esencial para que se produzca la fusidon celular,
orguestando las modificaciones que han de ocurrir en la pared de la zona del shmoo (Petersen et
al., 1998b; Petersen et al., 1995). Puesto que la cepa mutante cdc42-L160S tiene el citoesqueleto
de actina desorganizado, se decidié estudiar la localizacion de Fus1-GFP en ésta. En la cepa

silvestre Fus1-GFP se concentra en la punta de la proyeccion del shmoo en los momentos
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Figura 88 La cepa mutante cdc42-L160S presenta puentes de conjugacion estrechos. Micrografias de células h*® de las cepas
silvestre y cdc42-L160S incubadas en MEA durante 24 horas a 25°C.

anteriores a la fusion celular (Figura 87). De igual manera, en la cepa mutante cdc42-L160S se

pudo observar la misma localizacién de Fus1-GFP (Figura 87).

Estos datos indican que Cdc42 interviene en la polarizacion del citoesqueleto de actina

durante la diferenciacion sexual de S. pombe pero no afecta a la localizacidn de la formina Fus1.

Cdc42 interviene en la localizacion de las septinas durante la conjugacion

Como ya se ha mencionado anteriormente, la cepa cdc42-L160S no es capaz de ensanchar
la zona de fusién como lo hace la cepa silvestre y esta zona permanece muy estrecha incluso
cuando el zigoto ya se ha formado. Se ha descrito, que cepas carentes de los genes de las septinas
tienen un fenotipo similar al que muestra la cepa mutante cdc42-L160S durante la conjugacién
y no son capaces de remodelar la zona de conjugacion (Figura 88) (Onishi et al., 2010). Para
comprobar si el defecto que se observaba en la remodelacion del cuello del zigoto de la cepa
mutante cdc42-L160S se debia a problemas en la localizacion del anillo de septinas durante la
conjugacion, se estudid la localizacion de la septina Spn1-GFP. En la cepa silvestre Spn1-GFP se

comienza a acumular en la zona de contacto entre células del prezigoto hasta que se condensa
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Figura 89 La cepa mutante cdc42-L160S muestra un defecto en el ensamblaje del anillo de septinas durante la conjugacién.
A) Micrografias de fluorescencia de Spn1-GFP en células h® de las cepas silvestre y mutante tras ser incubadas en EMM sin
nitrégeno durante 6 horas a 25°Cy agitacion suave. La barra corresponde a 5 um. B) En la gréfica se han cuantificado las células
con los distintos estadios del ensamblaje del anillo. Se observan tres tipos de localizacion diferentes de las septinas: células
con sefial de Spn1-GFP en la zona donde ocurrird la fusion celular (preanillo), células en las que ya se ha ensamblado el anillo
y todavia queda sefial de Spn1-GFP en la pared del shmoo (anillo y preanillo) y células que presentan un anillo de Spn1-GFP
completamente condensado. Las barras de error representan la desviacion tipica de tres experimentos independientes. La
barra corresponde a 5 um.
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formando un anillo (Figura 89A). En la cepa mutante cdc42-L160S, se detectaron problemas
en la condensacion de Spnl-GFP para formar el anillo y en muchos casos se observo sefial
fluorescente en las proximidades del anillo (Figura 89A). La cuantificacidn de las diferentes fases
de la condensacion del anillo de septinas confirmd que la cepa mutante tiene dificultades para
organizar el anillo de septinas durante la conjugacion (Figura 89B). Asi pues, los defectos en el

ensanche del puente de conjugacion de la cepa cdc42-L160S podrian deberse a un defecto en la
organizacion del anillo de septinas.
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Discusion

El trabajo de investigacién de nuestro laboratorio se centra en el estudio de las GTPasas
de la familia Rho, tanto de su regulacion como de los efectores a través de los cuales realizan sus
funciones. El objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral ha sido el estudio de nuevas funciones
de la GTPasa Cdc42 en S. pombe. Puesto que Cdc42 es una proteina esencial (Miller y Johnson,
1994), el estudio de su funcién se ha llevado a cabo mediante la generacion de mutantes
termosensibles que muestran alteraciones en las interacciones funcionales de esta GTPasa y
otras proteinas, y permiten caracterizar defectos en los procesos en los que interviene Cdc42.
De este modo, en nuestro laboratorio se ha descrito ya el papel de Cdc42 en la localizacion y
regulacion de la formina For3 con la ayuda de la proteina Pob1 (Martin et al., 2007; Rincén et al.,
2009).

Cdc42-879

La cepa mutante termosensible cdc42-879, utilizada para el escrutinio de supresores de
termosensibilidad que permitié caracterizar la funcién de Pob1 en la activacién de For3, posee
dos mutaciones puntuales que provocan dos sustituciones, en los aminoacidos D76 y L160,
conservados en las proteinas Cdc42 de diferentes especies (Johnson, 1999). El estudio de
estas mutaciones por separado indicé que los defectos morfoldgicos, de termosensibilidad, de
despolarizacion de los parches de actina, de cables débiles y de deslocalizacion de la formina
For3 que mostraba la cepa mutante cdc42-879 eran reproducidos por la cepa mutante cdc42-
L160S, que contenia la sustitucién L160S. Cabe destacar, que tanto en la cepa mutante cdc42-
879 como en la cepa cdc42-L160S, los fenotipos descritos no se deben a una alteracién de los
niveles totales de la GTPasa. El aminodcido L160 de la proteina Cdc42 se encuentra en uno de los
dominios de union e hidrdlisis de GTP y se encuentra proximo a la hélice 5a (Figuras 12-14), que
esta descrita en la proteina Cdc42 humana como una region de interaccion con el dominio CRIB
de las proteinas PAK, WASP y ACK (Abdul-Manan et al., 1999; Guo et al., 1998; Mott et al., 1999;
Stevens et al., 1999). La sustitucion de la leucina, que es un aminoacido hidrofébico, por serina,
gue es un aminoacido polar y de menor tamafio, supone la sustitucion de un grupo propilo por
un grupo hidroxilo. Posiblemente, este cambio provoque una alteracién en la carga electrostatica
del entorno del bolsillo creado por el dominio de unién e hidrdlisis de GTP y un aumento en
su tamafio, que dificulte la funcién GTPasica de Cdc42. Este hecho explicaria el aumento en la
cantidad de Cdc42 unida a GTP de la cepa cdc42-L160S con respecto a la cepa silvestre.

La habilidad de Cdc42 para ciclar entre sus estados activo e inactivo es importante para
algunas funciones, incluyendo la organizacion de septinas, la transformacion oncogénica y la
polarizacién (Irazoqui et al., 2003). El hecho de que en la cepa mutante cdc42-L160S la GTPasa se
localice en la membrana plasmatica pero no interaccione con CRIB-GFP, indica que la activacion

de la proteina estd impedida en esta estructura. La mutacion L160S podria estar afectando al
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reciclaje de GDP-GTP de la GTPasa, o a la union de ésta con los GEFs presentes en la membrana
plasmatica. De hecho, la sobreexpresion de los GEFs de Cdc42, Scd1y Gefl, suprime parcialmente
la termosensibilidad de la cepa cdc42-879 (Rincon et al., 2009). De este modo, el aumento de la
activacion de Cdc42 en la membrana plasmatica, mejora el fenotipo de la cepa mutante cdc42-
879.

Elaminodcido D76 de la proteina Cdc42 se localiza en un extremo del dominio de interaccion
denominado switch Il, segun el modelo estructural propuesto para HsCdc42 (Feltham et al,,
1997), este aminoacido no se encuentra expuesto en la superficie de la proteina (Kozminski et
al., 2000). El modelo del complejo GAP-Cdc42 en humanos indica que el aminoacido aspartico
en la posicion 76 forma un puente de hidrégeno con la arginina 187, situada en la regidn
polibasica del extremo C-terminal de la proteina, que estabilizaria esta regién final (Nassar et
al., 1998). El cambio de acido aspartico, que es un aminoacido polar de carga negativa, por
glicina, que es un aminodcido neutro, provoca que la cepa mutante cdc42-D76G muestre una
ligera disminucién de la longitud celular y un ligero aumento en su anchura, sin que se observe
ninguno de los defectos descritos en la cepa mutante cdc42-879. Este fenotipo morfoldgico es
similar al encontrado en células rga4A (Das et al., 2007) carentes de la proteina GAP de Cdc42. A
pesar de compartir fenotipo con este mutante rga4A, la cepa mutante cdc42-D76G muestra un
descenso en los niveles de GTP-Cdc42 (datos no mostrados) por lo que esta mutacion, aparte de
estar impidiendo la estabilizacion del extremo C terminal, podria estar impidiendo su correcta
activacion en la membrana mediante Scd1 o Gefl vy el reciclado a través del GDI, Rdil. El estudio
mas detallado de esta cepa mutante se esta realizando actualmente en el laboratorio y puede

dar mas informacién acerca de la proteina Cdc42 y su regulacion.

En cualquier caso, con los datos de que disponemos, no se puede descartar que las
mutaciones encontradas en la cepa mutante cdc42-879 juntas o por separado, provoquen otro
tipo de alteraciones en la GTPasa, ya sea en el procesamiento postraduccional de la proteina o
en su estructura, que afecten a su correcto funcionamiento, localizacién o interaccion con sus
reguladores o sus efectores. Combinaciones de estas mutaciones con otras ya descritas como
dominantes negativas o constitutivamente activas podrian dar mas informacién acerca de sus

efectos.

La cepa mutante cdc42-L160S muestra defectos en la organizacion del citoesqueleto de
actina, presentando parches despolarizados, aparentemente en mayor nimero, y ausencia de
cablesde actinafuncionales, asicomo defectos en la localizacion de la formina For3. Muchos de los
cables de actina de la célula suelen estar asociados a parches de actina regulando el movimiento
de estos ultimos (Pelham y Chang, 2001). En ausencia de cables de actina los parches de actina
se encuentran dispersos (Feierbach y Chang, 2001) y es posible que el aumento en el nimero
de parches sea un efecto colateral de los defectos en la formacidon de cables, por un mero efecto
compensador en la organizacién de la F-actina polarizada (Gao y Bretscher, 2008). La dispersion
de los parches de actina también es comun en cepas mutantes del complejo Arp2/3 de S. pombe,

como arc3A vy arp2-1 (Cabrera et al., 2011; Morrell et al., 1999) que, ademas, comprometen la
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endocitosis. Aunque la cepa mutante cdc42-L160S no muestra defectos en los pasos iniciales
de la endocitosis, no se puede descartar que la desorganizacion de los parches de actina sea un
efecto directo de la mutacién en cdc42* ya que se ha demostrado, tanto en levaduras (Lechler
et al., 2001) como en células de mamiferos (Millard et al., 2004), que Cdc42 regula la actividad
y localizacion de las proteinas WASP, activadoras del complejo Arp2/3, que es el responsable del

ensamblaje de los parches de actina (Winter et al., 1999).

Cdc42 participa en la secrecion polarizada

La composicion de la membrana plasmaticay el crecimiento estan controlados por las rutas
de trafico de vesiculas, que transportan proteinas y lipidos entre diferentes compartimentos
celulares y la superficie celular. El aporte de material a la membrana plasmatica es llevado a
cabo por vesiculas secretoras transportadas por miosinas de tipo V a través de cables de actina
(Motegi et al., 2001; Win et al., 2001) y posteriormente ancladas a la membrana plasmatica
por el complejo del exocisto (Wang et al., 2002). Sorprendentemente, el crecimiento polarizado
continla ocurriendo en cepas mutantes for3A, carentes de cables de actina, o myo52A. Por su
parte, el exocisto, aunque es esencial para la viabilidad celular, es importante durante citocinesis
y parece dispensable para el crecimiento polarizado (Wang et al., 2002). Sin embargo, cuando
el transporte vesicular por los cables de actina y el funcionamiento del complejo del exocisto se
encuentran comprometidos simultdneamente, el crecimiento polarizado no es posible (Bendezu
y Martin, 2011; Nakano et al., 2011; Snaith et al., 2011).

Ademids de los defectos en los cables de actina, la cepa mutante cdc42-L160S muestra
comprometida su funcion secretora, con defectos en secrecion de A.P.,, acumulacién de vesiculas
y deslocalizacion de componentes del exocisto. La cepa carente de For3 no tiene defectos
evidentes de secrecidn, por este motivo hemos propuesto que, en la levadura de fisiéon, Cdc42
tiene una funcion en secrecién independiente de su papel en la formacién de los cables de actina
(Martin et al., 2007; Rincén et al., 2009) y los defectos en esta funcion podrian ser responsables
de la termosensibilidad de la cepa cdc42-L160S.

Estudios realizados en S. cerevisiae han demostrado que algunos mutantes condicionales de
CDC42 muestran defectos en exocitosis independientes de la organizacién de la actina (Adamo et
al., 2001). A pesar de esto, hay que destacar que existen diferencias en los fenotipos de alelos de
pérdida de funcion de cdc42 en ambas levaduras. En S. cerevisiae, las células carentes de Cdc42
depositan membrana uniformemente y son incapaces de gemar, formando células grandes y
redondas que detienen su crecimiento (Adams et al., 1990; Ziman et al., 1991). Por el contrario,
en S. pombe se ha descrito que el fenotipo de ausencia de cdc42* produce células uninucleadas,
pequefias y densas, lo cual sugiere que la sintesis macromolecular continla mientras que la
incorporacion de nuevo material para permitir el crecimiento de las células estd inhibido en
ausencia de Cdc42 (Miller y Johnson, 1994). En ambas levaduras la polaridad celular se pierde

pero sélo en S. pombe el crecimiento celular también se inhibe. Una posible causa de estas
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diferencias es que Cdc42 en S. cerevisiae parece ser necesaria para la exocitosis sélo durante la
gemacion (Wu y Brennwald, 2010), mientras que en S. pombe debe de ser requerida a lo largo

de todo el crecimiento vegetativo.

La termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S es suprimida por la sobreexpresion
de los genesrho3*y pob1*. Ambos restauran la localizacién del exocisto y la secrecion de fosfatasa
acida y eliminan la acumulacion de vesiculas secretoras pero sélo pob1* restaura los cables de
actina y recupera parcialmente la morfologia de cdc42-L160S. Previamente en el laboratorio se
habia descrito ya la funcion reguladora de Pob1 sobre For3 (Rincén et al., 2009). Sin embargo, el
hecho de que Pob1 fuese una proteina esencial, al igual que Cdc42, sugeria ya que Pob1 ejercia
otras funciones. Pareceria, por tanto, que Cdc42 regula, junto con Pob1, tanto la formacién de los
cables de actina como la localizacion del exocisto, ambos procesos necesarios para el crecimiento
celular polarizado (Figura 90). De hecho, durante la realizacién de este trabajo, se describié que
Pob1 es necesaria para la localizacidon del exocisto y que rho3* en multicopia es un gen supresor
de la cepa mutante termosensible pob1-664 (Nakano et al., 2011). La sobreproduccion de
Rho3 restaura indirectamente la localizacion de Pob1-Y719C, la proteina codificada por el alelo
termosensible pob1-664 (Nakano et al., 2011). La sustitucion Y719C en Pob1-664 se localiza en
su dominio PH, encargado de la interaccion de Pob1 con Ptdins(4,5)P, (Nakano et al., 2011). En
células mutantes its3-1, que muestran bajos niveles de PtdIns(4,5)P, a temperaturas restrictivas,
Pobl no se localiza en la membrana plasmatica (Nakano et al., 2011). Al no localizarse Pob1,
el crecimiento celular se ve comprometido por su doble funcién sobre la polimerizacién de los
cables de actinay la localizacion del exocisto. Es posible que la sobreproduccién de Rho3 aumente
los niveles de PtdIns(4,5)P, en la membrana plasmatica, y esto pueda restaurar la localizacion de
Pob1-664. Por el contrario, en la cepa cdc42-L160S la sobreproduccidon de Rho3 permite que el
exocisto se localice de forma eficiente pero no mejora la localizacidon de Pob1, probablemente
porque Cdc42-L160S no se une a Pobl (Rincdn et al., 2009) y la unién a Cdc42 es necesaria para
la localizacion y estabilidad de esta proteina. Dos recientes trabajos que describen por primera
vez en S. pombe la subunidad del exocisto denominada Sec3, arrojan luz sobre el funcionamiento
del exocisto en esta levadura (Bendezu et al., 2012; Jourdain et al., 2012). Asi, en S. pombe,

todas las subunidades del exocisto

Cdc42 Rho3 Ptdins(4,5)P, son transportadas por las vesiculas

Pob1l secretoras a través de los cables de

/ \ actina y la presencia de Exo70 o de
Sec3 es necesaria para la correcta

For3 Exocisto localizacién del complejo (Bendezu
N A et al., 2012). Las cepas mutantes en
Do & sec3 muestran a su vez defectos en
Morfogénesis la organizacién en el citoesqueleto

. o de actina, poniendo de manifiesto
Figura 90 Modelo esquematico de las rutas de control de la

morfogénesis por parte de Cdc42. Imagen adaptada de Bendezu la estrecha relacion entre la funcion
y Martin,2011. del exocisto y el aporte del material
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necesario para el crecimiento celular, incluyendo la formina For3 (Jourdain et al., 2012).

En S. cerevisiae, Rho3 y Cdc42 interaccionan con Exo70 (Wu et al., 2010). Por el contrario,
los experimentos de inmunoprecipitacion y de doble hibrido no han permitido encontrar ninguna
interaccion entre Rho3 y los componentes del exocisto Exo70, Sec8 o Sec10 en S. pombe (Wang
et al., 2003). En este trabajo hemos descrito que Exo70 se une a Cdc42 en su estado inactivo;
ademas, los experimentos de coprecipitacion con Sec8 muestran similares resultados sugiriendo
que el complejo del exocisto no es un efector directo de Cdc42. Esta hipdtesis es apoyada por
el rescate parcial del crecimiento termosensible de la cepa mutante sec8-1 que producen tanto
la sobreexpresion de cdc42* como del alelo dominante negativo cdc42-T17N, mientras que la

sobreexpresion de cdc42-G12V, constitutivamente activo, no produce ningun efecto.

Rhol se encuentra unida a GDP antes de su llegada a la membrana plasmatica (Abe et al.,
2003). Es posible que el exocisto interaccione con Cdc42 unida a GDP en la ruta secretora hacia la
membrana plasmatica. De hecho, en la cepa mutante cdc42-L160S el exocisto no se localiza en la
membrana plasmatica y, mediante experimentos de inmunoprecipitacion, se ha visto que Cdc42-
L160S interacciona mas que Cdc42 con Exo70 (datos no mostrados). No obstante, la interaccion
de Cdc42 unido a GDP con el exocisto también podria ocurrir en la membrana plasmatica donde
Cdc42-L160S parece estar inactiva. El andlisis mediante modelos matematicos en S. cerevisiae
de la dindmica de localizacién de Cdc42 en la membrana plasmatica propone que el aporte de
Cdc42 por parte de las vesiculas secretoras no es necesario para explicar la localizacién polarizada
de Cdc42 en la membrana plasmatica (Savage et al., 2012). El mantenimiento de Cdc42 en la
membrana plasmatica parece estar regulado por la proteina GDI de esta GTPasa y mediante
endocitosis y reciclaje de esta proteina. Las proteinas GDI se unen principalmente a las GTPasas
en su estado inactivo ya que en su estado activo suelen formar parte de complejos proteicos
qgue impiden la interaccién directa entre GDI y GTPasa. La endocitosis esta condicionada por el
cambio de union GTP-GDP (Slaughter et al., 2009). La interaccién que vemos entre Cdc42 y el
exocisto podria ocurrir durante la endocitosis y reciclado de Cdc42. Varios estudios realizados
en diferentes organismos muestran la localizacion de componentes del exocisto en endosomas
de reciclado y su regulacién por GTPasas especificas de estos endosomas, como Arf6 y Rab11
(Fielding et al., 2005; Langevin et al., 2005; Oztan et al., 2007; Prigent et al., 2003; Sommer et al.,
2005; Takahashi et al., 2012; Zhang et al., 2004). De la misma forma, en S. pombe, Mug33, cuya
funcién es promover la exocitosis junto al exocisto, también se localiza en endosomas (Snaith et
al., 2011). Se ha descrito también que la supresion de la funcién del exocisto bloquea multiples
rutas de reciclado endocitico (Oztan et al., 2007). Todos estos datos indican que Cdc42 regula el
crecimiento celular por medio de la unién a Pob1, que ayuda a localizar el exocisto y promueve
la formacién de cables de actina. Ambos procesos, a su vez, favorecen la llegada y fusion con
la membrana plasmatica de las vesiculas secretoras que aportan nuevo material de membrana
y enriquecen la membrana plasmatica en PtdIns(4,5)P,, de la misma forma que ocurre en S.
cerevisiae (Yakir-Tamangy Gerst, 2009). Se produce asi un “feedback” positivo que conduciria a la

ruptura de la simetria y al crecimiento polarizado ya que el incremento de Ptdins(4,5)P, favorece
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la localizacion de Pobl y del exocisto a través de la subunidad Sec3 que posee un dominio PH.
Rho3 favoreceria esta ruptura de la asimetria de alguna manera alin desconocida. La interaccién
genética que existe entre los mutantes del exocisto o for3A con rho3A indican que Rho3 tiene
una funcion en la ruta exocitica capaz, por si sola, de localizar al exocisto de forma independiente
al médulo Cdc42-Pobl (Nakano et al., 2011; Wang et al., 2003; Wang et al., 2002).

Cdc42 y el trafico de membranas

Uno de los defectos detectados en la cepa mutante cdc42-L160S es la drastica
fragmentacion de las vacuolas y la acumulacion de endosomas marcados con la v-SNARE Syb1
(Edamatsu y Toyoshima, 2003). Este defecto podria deberse a la anormal acumulacién de
Cdc42 en endomembranas. La fragmentacion de vacuolas es suprimida por la sobreexpresion
de pob1*, rho3* y la t-SNARE psyl* (Nakamura et al., 2001). En los tres casos hay una mejora
en la localizacion de Syb1. Se ha propuesto que la GTPasa Rho3 tiene también un papel en la
regulacion del trafico entre el Aparato de Golgi y los endosomas en S. pombe (Kita et al., 2011).
El aumento de este trafico contribuiria a un descenso en la acumulacion de vesiculas post-
Golgi, lo que explicaria que la sobreexpresiéon de rho3*, ademads de mejorar la localizacion del
exocisto, disminuya la acumulacién de vesiculas marcadas con GFP-Syb1, aumente el tamafio
de las vacuolas y disminuya la secrecion de Cpy1 causada por los defectos del transporte de la
carboxipeptidasa Y a la vacuola. Ademas, la sobreproduccién de Rho3 elimina las estructuras

densas a los electrones observadas en cdc42-L160S.

En S. cerevisiae se ha descrito que proteinas del complejo SNARE como Sro7, proteina
homologa a Lgl (Lethal giant larvae) y a la tomosina, o Sec9, la proteina homdloga a SNAP-25,
son supresoras de cepas mutantes con defectos en el exocisto y de la cepa rho3A (Lehman et al.,
1999). En esta levadura, el componente del exocisto Exo84 interacciona directamente con Sro7
y Sro77 (Zhang et al., 2005), que se unen a Sec9 vy la activan (Hattendorf et al., 2007). Sro7, a su
vez, es un efector de la Rab GTPasa Sec4, Ypt2 en S. pombe (Grosshans et al., 2006; Grosshans
y Novick, 2008). También Ssol y Sso2, las proteinas homologas a la sintaxina, son supresoras en
sobreexpresion de cepas mutantes del exocisto (Aalto et al., 1993). El defecto en el crecimiento
de la cepa cdc42-L160S es parcialmente rescatado por la sobreproduccién de la t-SNARE de
membrana plasmatica Psy1, la sintaxina de S. pombe. Por el contrario, el aumento en los niveles
de la v-SNARE Syb1 no causa una supresion similar, sino que provoca la acumulacion de esta
v-SNARE en estructuras similares a endosomas. Por tanto, la supresion de la termosensibilidad
causada por la sobreproduccién de Psyl, no parece deberse simplemente al aumento de la

formacién de complejos SNARE.

En S. cerevisiae se ha descrito que los SNAREs de exocitosis Ssol y Sec9 intervienen en uno
de los primeros pasos de la biogénesis de fagosomas mediante la interaccion con otros SNAREs
vesiculares (Nair y Klionsky, 2011). Del mismo modo Sec4 se ha aislado como una proteina

esencial para el proceso de autofagia (Geng et al., 2010) y las vesiculas post-Golgi parecen ser
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idéneas para este fin (Geng y Klionsky, 2010). También se ha descrito que la autofagia produce
un aumento del tamafio de las vacuolas y un descenso en su numero (Michaillat et al., 2012).
De acuerdo con esto, no se puede descartar que tanto la sobreexpresién de Psyl como la de
Ypt2 estén produciendo una mejora de la termosensibilidad en la cepa mutante mediante el
desvio de vesiculas secretoras hacia la via de la autofagia. Psyl tiene una funcidén esencial en
la formacién de la membrana de las preesporas, desapareciendo de la membrana plasmatica
antes de empezar a depositar vesiculas alrededor de los nucleos de las preesporas (Maeda et al.,
2009; Nakamura et al., 2001). Esta capacidad de la sintaxina para unirse a la membrana de otras
vesiculas podria explicar que la sobreexpresion de la t-SNARE Psyl en la cepa mutante cdc42-
L160S, ademas de estar favoreciendo la exocitosis, esté favoreciendo la interaccion de Psyl con
las membranas de otras vesiculas y la fusion de éstas con las vacuolas, dando como resultado el

restablecimiento de vacuolas funcionales.

La sobreproducciéon de Ypt2, la proteina Rab homdloga a Sec4 (Haubruck et al., 1990),
rescata parcialmente la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S y mejora la morfologia
Sin embargo, no restaura la localizacion en la membrana de los componentes del exocisto y no
produce un gran aumento en el tamafio de las vacuolas. Esto indica que la supresion podria
ser causada por un aumento de la fusion de vesiculas en la membrana en areas en las que ya
existia secrecién polarizada. En S. cerevisiae, se ha descrito que Sec4 y PtdIns(4)P colaboran en el
anclaje de la miosina de tipo V Myo2 a las vesiculas secretoras (Santiago-Tirado et al., 2011). Una
posible explicacion de las diferencias morfoldgicas observadas en la sobreproduccion de Psyl e
Ypt2 en la cepa cdc42-L160S, puede ser, que aungue ambas proteinas intervienen en los Ultimos
pasos de la secrecidon. Mientras que Psyl favorece la fusién de vesiculas desde la membrana
plasmatica, provocando una despolarizacion de la célula, Ypt2 podria estar favoreciendo la union
de Myo52 a las vesiculas secretoras y este aumento en el reclutamiento de miosinas de tipo V
podria favorecer la union de vesiculas a los restos de cables de actina que Illegan a formarse en
las zonas de crecimiento de la membrana plasmatica de cdc42-L160S. Ademds, se ha descrito
recientemente que Myo52 colabora con For3 en la formacién de cables de actina (Presti et al.,
2012). De este modo Ypt2 mejoraria el fenotipo de la cepa mutante de una forma mas localizada.
Por otra parte, el hecho de que la sobreproduccién de Ypt2 o Psyl no consiga relocalizar los
componentes del exocisto como lo hace la sobreproduccion de Rho3 o Pob1, apoyaria la hipdtesis
ya mencionada de que los defectos observados en la localizacion del exocisto se deban a defectos

en la ruta endocitica o en la ruta de Golgi a endosomas.

La acumulacion de Sybl en endosomas también ocurre en mutantes del complejo
adaptador de proteinas AP-1 que muestran defectos en el transporte del Aparato de Golgi a
endosomas y de endosomas a la membrana plasmatica (Ma et al., 2009). Las células cdc42-L160S
podrian tener defectos similares en el trafico de membranas. En células carentes de CDC42 en
Drosophila, tanto la proteina de polaridad Crumbs como el FM4-64 endocitados se acumulan
de forma anormal en grandes endosomas. Este fenotipo indica un defecto en el reciclaje o en el

transporte de endosomas tempranos a tardios (Harris y Tepass, 2008). De hecho, los fenotipos
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de la cepa cdc42-L160S tales como defectos de secrecién de A.P, crecimiento termosensible,
fragmentacion de vacuolas y secrecién de la carboxipeptidasa Y son similares a los defectos
encontrados en cepas mutantes del complejo AP-1 (Kita et al., 2004) y también estan presentes en
mutantes del trafico de membranas (Cheng et al., 2002; Ma et al., 2009). La maquinaria de fusién
de la membrana plasmatica, que fue inicialmente descrita en vesiculas secretoras, también es
usada por las vesiculas derivadas de endosomas durante el reciclado de proteinas y membranas
(Prigent et al., 2003). Asi, un defecto en la regulacion de la fusion a membrana afectaria tanto a

las vesiculas secretoras generadas en el TGN como a los compartimentos endosomales.

Cdc42 y las vacuolas

Se han descrito numerosas localizaciones subcelulares de Cdc42, incluyendo el aparato
de Golgi (Erickson et al., 1996) y la membrana vacuolar, donde controla la polimerizacion de
actina durante la fusiéon homotipica de vacuolas (Jones et al., 2010). En S. cerevisiae se ha
demostrado que la despolimerizacion de la actina es una sub-reaccién temprana de la fusion
de membranas vacuolares, mientras que la formacién de F-actina es necesaria para la fusiény
estaria catalizada por componentes activados por Cdc42 en la superficie de la membrana vacuolar
(Eitzen et al., 2002; Isgandarova et al., 2007). En esta levadura, tanto la sobreexpresion de la
forma constitutivamente activa de Cdc42 como la de la forma dominante negativa, producen
fragmentacion vacuolar (Jones et al., 2010). Parece pues, que varios procesos de transporte y
fusion vesicular requieren sub-reacciones de remodelado de actina reguladas por Cdc42. Puesto
que la sobreexpresién de pobl* suprime los defectos de fragmentacién vacuolar de la cepa
mutante cdc42-L160S, no se puede descartar que Pobl también participe en estos procesos.
Por otra parte For3 no seria responsable de la nucleacion de la actina que participa en la fusion

vacuolar ya que la cepa for3A no presenta defectos aparentes en las vacuolas.

La interaccion genética que muestra Cdc42 con las Rab GTPasas Ypt7 e Ypt71, que
participan en la fusién vacuolar, también sugiere defectos en la ruta endocitica de la cepa
mutante cdc42-L160S. Al igual que cdc42-L160S, la cepa ypt7A muestra defectos en el procesado
de la carboxipeptidasa Y. También presenta estos defectos la cepa vps34A, lo cual indica su
implicacion en la fusion de los cuerpos multivesiculares a la vacuola (lwaki et al., 2004; Tabuchi
etal., 1997) y la cepa fsvIA, carente de una SNARE de fusién vesicular (Takegawa et al., 2003). La
sobreexpresion de ypt7* suprime la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S y mejora
ligeramente la morfologia vacuolar. En S. cerevisiae se ha descrito que Cdc42 y Rhol actuan en
la fusidn vacuolar por debajo de Ypt7 (Eitzen et al., 2001; Muller et al., 2001). Es posible que la
mejora observada con la sobreproduccién de Ypt7 se deba, no tanto a la fusidn vacuolar, sino

mas bien a la mejora en el trafico hacia la vacuola.

Los defectos observados de fragmentacion vacuolar en la cepa mutante cdc42-L160S
podrian deberse al estado de hiperactividad de la GTPasa Cdc42-L160S en endomembranas.

De hecho, se ha descrito que Nrfl regula negativamente a Cdc42 en la vacuola en presencia
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de Scdl y como resultado de su sobreproduccién se observan grandes vacuolas en la célula
(Murray y Johnson, 2000, 2001). La fusion vacuolar en respuesta a estrés osmotico depende
de la Rab GTPasa Ypt7 y de las rutas de sefializacion de MAPK de Styl y de Pmk1 (Bone et al,,
1998). La delecién de Ypt7 o de las MAPK Styl o Mpk1 produce un severo defecto en la fusiéon
vacuolar en respuesta a estrés hipotdnico. La funcién de Nrfl podria ser a través de Ypt7 va
que las células carentes de Ypt7 no muestran grandes vacuolas en la sobreproduccion de Nrfl,
mientras que si se observan en células pmk1IA (Murray y Johnson, 2001). También podria actuar
después de Ypt7 de tal manera que en ausencia de esta proteina no tuviese ningun efecto. Es
importante considerar que la proteina homodloga a Nrfl en S. cerevisiae, Vtcl, pertenece a la
familia de proteinas Vtc, con importantes funciones en la fusion vacuolar, interaccionando con
la subunidad V de la ATPasa vacuolar y los complejos SNARE, e interviniendo en el ultimo paso
de la fusion vacuolar (Muller et al., 2002; Muller et al., 2003). Estos datos indicarian una funcion
de Cdc42 en los ultimos estadios de la fusidn vacuolar, que esta impedida en la cepa mutante

cdc42-L160S por estar anormalmente activa en este compartimento.

En S. pombe es complicado diferenciar entre los procesos del trafico de vesiculas que
desembocanenlaformaciéndevacuolasylos procesos de fusiénvacuolar, que son principalmente
estudiados mediante la respuesta a estrés osmoético (Bone et al., 1998). Por el contrario, en S.
cerevisiae los estudios in vitro han aportado mucha informacién adicional a los estudios in vivo en
el proceso de fusién homotipica de vacuolas (Haas et al., 1994; Wickner, 2010). Aungue nuestro
trabajo deja patente la importancia de Cdc42 en la fusion vacuolar, hace falta un estudio mas
exhaustivo de los efectos e interacciones de Cdc42 en la regulacion de dicha fusién. El estudio in

vitro de las vacuolas en S. pombe permitiria avanzar sustancialmente en este campo.

Bgsl y Bgs4 muestran diferentes rutas de trafico intracelular

Las diferencias observadas en los defectos de localizacion de GFP-Bgsl y GFP-Bgs4 en la
cepa cdc42-L160S indican que existen diferencias en los mecanismos que regulan el trafico de
estas dos proteinas. Recientemente se ha descrito que Bgsl precisa del complejo AP-1, que
interviene en el trafico vesicular entre el Aparato de Golgi y los endosomas, para localizarse
en la membrana plasmatica (Yu et al., 2012), mientras que esta ruta no ha sido descrita como
necesaria para la localizacion de Bgs4. Estas diferencias explicarian los defectos de localizacion de
Bgs1y no de Bgs4 en la cepa cdc42-L160S e indicaria que la cepa mutante cdc42-L160S muestra
defectos en la regulacion del trafico del Aparato de Golgi a endosomas. También es posible que
el trafico de Bgs1 y Bgs4 diverja tras su endocitosis desde la membrana plasmatica como ocurre
en S. cerevisiae con Chs3 y Chs2 (Chuang y Schekman, 1996). Asi, Bgs1, de la misma manera
que Chs2, tras la endocitosis es dirigida a la vacuola mientras que, Bgs4, mas abundante y mas
necesaria para la biosintesis general de pared (Cortés et al., 2005), principalmente se recicla a la
membrana plasmatica. En esta hipotética situacion, Cdc42 regularia principalmente el transporte
hacia la vacuola y no el reciclaje hacia la membrana plasmatica.
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En resumen, mediante la caracterizacién de la cepa mutante cdc42-L160S hemos descrito
la importancia de Cdc42 en la exocitosis, en el trafico de vesiculas, en la formacién de vacuolas y
en la fusion homotipica de vacuolas durante el ciclo de vida vegetativo. La funcion de Cdc42 en
estos procesos pone de manifiesto la importancia de una coordinacién general de los procesos

gue intervienen en el crecimiento polarizado.

Cdc42 y la conjugacion

La reproduccién sexual de S. pombe es un proceso altamente coordinado en el que se
desencadenan una serie de cambios morfolégicos en respuesta a estimulos externos como
la ausencia de nutrientes y la presencia de las feromonas. Estos cambios morfoldgicos estan

controlados a su vez por programas de expresion génica especificos.

En S. cerevisiae se han descrito diversas mutaciones de CDC42 o de su GEF CDC24 que
han demostrado el papel de Cdc42 en diferentes procesos de la reproduccion sexual. Asi, en
esta levadura, Cdc42 interviene en la activacion de la respuesta a feromonas (Heinrich et al.,
2007; Lamson et al., 2002; Moskow et al., 2000), en el crecimiento polarizado en respuesta a
feromonas (Nern y Arkowitz, 1998) y en la fusidn celular (Barale et al., 2006; Nelson et al., 2004;
Ydenberg et al., 2012).

En S. pombe se ha descrito que la GTPasa Ras1 interviene en dos procesos independientes,
la activacién de la respuesta a feromonas a través de la MAP-KKK Byr2 durante la conjugacién
(Wang et al., 1991) y en el control de la morfologia celular a través de Scd1 durante el ciclo
vegetativo (Chang et al., 1994). De hecho, se ha propuesto que Ras regula la morfogénesis en
las membranas de compartimentos intracelulares mientras que la activacién de la respuesta a
feromonas se desencadena en la membrana plasmatica (Onken et al., 2006). Ademas, se ha
descrito que para que la activacion de la ruta de respuesta a feromonas tenga lugar, es necesaria
la activacion de Byr2 por parte de la quinasa Shk1 de la familia PAK (Marcus et al., 1995; Ottilie
et al., 1995; Tu et al., 1997). Asimismo, las células que carecen de Scdl, como las que carecen
de Ras1, son incapaces de conjugar, aunque si activan su respuesta a feromonas (Chang et al.,
1994), por lo que Scd1 estaria implicada en el crecimiento polarizado en respuesta a feromonas.
También se ha descrito que la sobreexpresion de cdc42-T17N, el alelo dominante negativo de
Cdc42, causa defectos de conjugacion (Marcus et al., 1995). Todos estos datos sugieren que,
al igual que en S. cerevisiae, en S. pombe Cdc42 interviene en la activacion de la respuesta a
feromonas a través de Shk1 y en el crecimiento polarizado en respuesta a feromonas. De hecho,
algunos mutantes de cdc42 caracterizados en nuestro laboratorio son estériles y no responden a
feromonas al cruzarlos con una cepa silvestre. La cepa mutante cdc42-L160S, aun a temperaturas
permisivas, muestra una eficiencia de conjugacion mas baja que la de la cepa silvestre. Este
descenso en la eficiencia de conjugacion parece ser debido a la acumulacién de defectos a lo
largo del proceso de conjugacién, defectos de activacion de la respuesta a feromonas, defectos

de polaridad y defectos de fusién celular.
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El estudio de la activacion de Stell en respuesta a feromonas indicd que en la cepa cdc42-
L160S, el nimero de células que mostraban una marcada localizacién nuclear del factor de
transcripcion era menor que en la cepa silvestre. Sorprendentemente, en ausencia del estimulo
de las feromonas, el numero de células que muestra localizacion nuclear de Stell en la cepa
mutante es claramente mayor que en el caso de las células silvestres. Este aumento puede ser
debido al aumento de sefializacién de la ruta de estrés de la MAP quinasa Styl ya que la cepa
mutante cdc42-L160S, debido a sus defectos en el trafico vesicular y la homeostasis vacuolar,
podria tener esta ruta de respuesta a estrés hiperactiva (Degols et al., 1996). La localizacion
nuclear de Stell en células heterotalicas de la cepa mutante también podria indicar que la ruta
de respuesta a feromonas esta constitutivamente activa. En S. cerevisiae se ha descrito que Cla4,
una de las proteinas PAK de esta levadura, actla como reguladora negativa en la sefializacion de
la ruta de respuesta a feromonas (Heinrich et al., 2007). Si ocurriese lo mismo en S. pombe, un
defecto en la interaccion de Cdc42-L160S con alguno de sus efectores podria estar impidiendo |a

correcta regulacion de la ruta de sefializacidon de respuesta a feromonas.

Otro de los defectos observados en la cepa mutante cdc42-L160S es que el nimero de
células que se encuentran septando tras 5 horas en medio minimo sin nitrogeno es mayor que
en la cepa silvestre (dato no mostrado), lo que podria indicar que las células tienen problemas
para detener el crecimiento en la fase G1 del ciclo celular en respuesta a las feromonas (Davey
y Nielsen, 1994; Imai y Yamamoto, 1994). También podria indicar que las células cdc42-L160S

tienen problemas de citocinesis y separacion celular.

La cepa mutante cdc42-L160S también muestra defectos de polarizacion durante la
conjugacién. Las células pierden la polaridad en ausencia de nitrégeno vy el citoesqueleto de
actina se despolariza, sin que sea posible determinar la localizacién bipolar de los parches de
actina tipica del inicio de la diferenciacién sexual (Petersen et al., 1998a). Posiblemente, la
ausencia de Cdc42-L160S unida a GTP en la membrana plasmatica provoque estos defectos de
polaridad. Antes de iniciar la proyeccion del shmoo, diversas proteinas como los componentes
del exocisto, Bgsl, Bgs4, Cdc42 activa o Pob1l muestran una localizacién en forma de placas
con distribucion aleatoria en la membrana. En S. cerevisiae también se ha visto este tipo de
localizacion en proteinas encargadas de la proyeccién del shmoo (Yu et al., 2008). En la cepa
mutante cdc42-L160S a temperatura permisiva se observan los mismos patrones de localizacion
de Bgs1 y Bgs4 pero no en los casos de Cdc42 activa y Pob1. Una vez que las células comienzan
a proyectar el shmoo hacia la fuente de feromonas, esta localizacion aleatoria desaparece vy las
proteinas mencionadas se concentran en el shmoo. Curiosamente, en la cepa mutante cdc42-
L160S la localizacién aleatoria en placas se observa todavia cuando las células estan iniciando
la fusion celular. Este hecho también apoya la hipétesis de que Cdc42 juega un papel en el

crecimiento polarizado en respuesta a feromonas.

Los defectos en la aglutinacion y en la localizacion de la aglutinina Map4 observados en la
cepa mutante podrian ser causados tanto por una baja transcripcion de map4*, debida a defectos

en la transduccion de la sefial de respuesta a feromonas, como por defectos en la polarizaciéon de
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la secrecidn de esta proteina, que a su vez serian causados por un defecto en la regulacion del

crecimiento polarizado durante la conjugacion.

Los defectos de polaridad y de transduccién de la sefial de respuesta a feromonas presentes
en la cepa mutante cdc42-L160S sugieren que Cdc42 participa en la deteccion de la fuente de
feromonas permitiendo un crecimiento polarizado quimiotrdpico. Es posible, que el mecanismo
de fluctuacién de la actividad de Cdc42 observado durante el crecimiento vegetativo bipolar (Das
et al., 2012b), también ocurra durante los primeros momentos de la conjugacién ya que este
mecanismo permitiria a la célula una respuesta rapida a los estimulos externos en condiciones

adversas, como son las condiciones en las que tiene lugar la reproduccién sexual.

Curiosamente, cuando se estudia la conjugacién de la cepa mutante cdc42-L160S en
medio solido se observan shmoos muy alargados, tipicos de células con problemas de fusién
celular, como las cepas mutantes de fus1*, cfr1*, dnil*, myo51*, cdc3*, cdc8* (Cartagena-Lirola et
al., 2006; Clemente-Ramos et al., 2009; Doyle et al., 2009; Kurahashi et al., 2002; Petersen et al.,
1998a; Petersen et al., 1995), lo que indica que Cdc42 podria estar también participando en el

proceso de fusién celular.

La formina Fusl es necesaria para que la fusion celular se lleve a cabo (Petersen et al.,
1995). La localizacién de Fusl vy la profilina Cdc3, es similar en la proyeccién del shmoo vy se ha
especulado que la formacién de un anillo de actina en la zona de fusion permite la apertura del
puente de conjugacién (Petersen et al., 1998a, b). Posteriormente, el puente de conjugacién se
agranda para permitir la formacion del zigoto y la correcta cariogamia. Se ha propuesto que esta
estructura de actina del shmoo se encargaria de coordinar la llegada de vesiculas portadoras de
endoglucanasas que permitieran la degradacion y remodelacion de la pared celular (Doyle et al.,
2009). A pesar de los defectos que muestra la cepa mutante cdc42-L160S durante la conjugacion,
Fusl se localiza correctamente. En S. pombe se ha descrito ademas una ruta, independiente a
Fus1, cuya funcion es esencial para la fusion celular y en la que participaria Cfrl (Cartagena-Lirola
et al., 2006). Cfrl estd implicada en transporte vesicular durante la conjugacion. En su ausencia
no se han observado defectos en la localizacion de las glucan sintasas Bgs1, Bgs3 y Bgs4 ni de la
a-glucanasa Agnl pero las células muestran defectos en la degradacion de la pared de los pre-
zigotos. Estudios futuros determinaran si Cdc42 y Cfrl se encuentran en la misma ruta funcional.
En los organismos pluricelulares los procesos de fusion celular son comunes y en algunos casos,
como en la fusion de mioblastos en Drosophila, se ha demostrado que las GTPasas Dracly Drac2,
similares a Cdc42, son necesarias para que tenga lugar la fusion (Hakeda-Suzuki et al., 2002),
principalmente activadas por un GEF no convencional (Brugnera et al., 2002; Erickson et al.,

1997). Ademas Cdc42 es necesaria para la fusién de mioblastos en ratén (Vasyutina et al., 2009).

Aun cuando las células cdc42-1160S llegan a fusionarse, presentan también problemas para
aumentar el tamafo del puente de conjugacién. Las células con este tipo de problemas muestran
asociados defectos enlasegregacién de las esporas, apareciendo zigotos con tres o cuatro esporas
al mismo lado del puente de conjugacién (Doyle et al., 2009). La cepa mutante cdc42-L160S

presenta estos defectos. Asimismo, las células con defectos en el anillo de septinas son incapaces
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de aumentar el tamafio del puente de conjugacidon (Onishi et al., 2010). El anillo de septinas, que
durante el crecimiento vegetativo es importante para la correcta llegada de endoglucanasas a
la zona de division (Martin-Cuadrado et al., 2005), aparece durante la conjugacién entre las dos
células que forman el pre-zigoto (Onishi et al., 2010). La cepa mutante cdc42-L160S muestra un
retraso en la formacion de los anillos de septinas que podria ser la causa de los defectos en la
remodelacién del puente de conjugacion. Por ahora no sabemos si estos defectos en el anillo
de septinas son causados indirectamente por un retraso en pasos previos de la fusion celular o
se deben a que Cdc42 regula directamente la organizacion de esta estructura tal y como se ha
descrito en S. cerevisiae (Cid et al., 2001; Gladfelter et al., 2001; Iwase et al., 2006). Sin embargo,
no se han observado defectos de citocinesis en ninguno de los mutantes de cdc42 obtenidos
hasta la fecha, por lo que a priori no hay razones para considerar una participacién directa de

Cdc42 en la organizacién de las septinas.

En S. cerevisiae se ha sugerido que la proteina Rvs161, junto con Rvs167, podrian ayudar
a la apertura del puente de conjugacion mediante el aporte de vesiculas encargadas de la
remodelacion de la pared celular (Brizzio et al., 1998; Paterson et al., 2008; Sheltzer y Rose,
2009). En S. pombe se ha descrito que Hob3, la proteina homodloga de Rvs161, interacciona con
Gefly Cdc42 (Coll et al., 2007), por lo que pudiera ser que durante la formacion del zigoto Hob3
participase en la remodelacién del puente de conjugacion y que la ausencia de Cdc42 activa
en la membrana plasmatica de la cepa mutante cdc42-L160S impidiese la funcién de Hob3. Sin
embargo, no se han descrito defectos de la cepa hob3A en conjugacién (Coll et al., 2007; Routhier
et al., 2001).

Los defectos de la cepa mutante cdc42-L160S durante la conjugacion aqui descritos
permiten adjudicar nuevas funciones a la proteina Cdc42 de S. pombe en la regulacion de la
respuesta a feromonas, en el establecimiento de la polaridad celular en respuesta a estimulos
externos y en la fusion celular aunque se necesitara realizar estudios mas detallados de dichas
funciones en el futuro.
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Conclusiones

Conclusiones

1. Cdc42, junto con su proteina efectora Pobl, participa en la localizacion del exocisto y

regula la secrecién celular en S. pombe.
2. Cdc42 regula varios procesos del trafico intracelular en S. pombe.

3. Rho3 y Cdc42 son parcialmente redundantes en la regulacion de la exocitosis y del

trafico intracelular en S. pombe.
4. Cdc42 participa en la fusién vacuolar en S. pombe.

5. Cdc42 interviene en la sefializacién y en la diferenciacion morfolégica necesarias para

la conjugacion de S. pombe.

6. Cdc42 participa en la fusion celular durante la conjugacion en S. pombe.
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Materiales y Métodos

1. Microorganismos utilizados

El presente trabajo se ha realizado principalmente con la levadura de fisidon
Schizosaccharomyces pombe. Todas las cepas se recogen en la Tabla |, donde se detalla su
procedencia y su genotipo. Para la realizacion de los experimentos de interaccion de proteinas
mediante el sistema del doble hibrido se ha utilizado la cepa de Saccharomyces cerevisiae Y190
(Durfee et al., 1993).

Tabla I. Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

Schizosaccharomyces pombe

Estirpe Genotipo Origen

PPG0371 h-leul-32 ura4-D18 Colecciodn laboratorio
PPGOlO 3 ........ h+ Ieu132 ura4 D 18 ....................................................................... Colecu On laborat orl o e
PPGSGSS ........ h leu 132 ura4D18 HACdC42879u ra4+ ............................................ COIECCI on laborat 0” 0 e
PPG6521 ........ h Ieu 132 ura4D18 HACdC42L1605ura4+ ......................................... EStEtrabaJO ................
PPG6520 ........ h leu 132 ura4D18 HACdC42D7GGura4+ ......................................... EstetrabaJO ................
PPG7423 ........ h Ieu 132 ura4D18 HACdCMLlGOSKanM X6 ..................................... EstetrabaJO ................
PPG6921 ........ h Ieu 132 ura4D18 HACdC42D7eGKa nMX6 ..................................... EStEtrabaJo ................
PPGS660 ........ h Ieu 132 ura4D18 ad e6 MZlO for3_ 3 G Fpura4 + ................................. S Ma mn ....................
PPGOTO b leul-32 urad D18 HACAZ-LIEOSKanMG for3-3GFPurad®  Estetnabajo
PPGTONS I leul-32 urad-DI8 HA-dcA2-DTEGKanMXE ford-3GFPuradt ewabo
. PPGS665 ........ h+ I eu132 ura4 D 18 hys 3 D 1 myos ZGFPKa nMX6 ............................... Y sanChez ..................
PPGESTT b leul-32 urad-DIS myoS2-GRPKANMIG HAGcd2- 076G urad  Estetrabaio
PRGESTO bt leul-32 urad-DIS myoS2-GRPKANMIG HAccdz- L1605 urad  Estetrabaio
. PPG6555 ........ hleu 132 ura429 4(Shk1 p ro mOte rSCG IC23XG FPU ra4+ ) ..................... KShI Ozakl ..................
o s et

PPG10544 h Ieu:lf_zcéjcr:g:égég(:szzi&;oemoter:ScGIC2:3XGFP:ura4*) Este Trabajo

PPG9805 h ura4-D18 leul*:GFP-A8-cdc42 Este Trabajo
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Tabla I. Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

Estirpe

Genotipo

Origen

PPG9366

h-ura4-D18 leul*:GFP-A8-cdc42-L160S

Este Trabajo

PPG5466 h* leul-32 ura4-D18 GFP-pob1:ura4* Coleccion laboratorio
PPGOA0R  hleul-32 urad-DI8 GFPpobLurad HACcAZ-LIEOSKanXE  EsteTrabaio
PP6832 9 ........ h+|eu132ura4 D 18 r ho3N at ......................................................... Colecaonlaborat 0”0
. PPG8571 ........ h leu 132 ura4D18 rh03 Nat . H A Cdc42 L16OS ura4+ ........................... EsteTra baJO ...............
PPGTIL  hleuld2ura DI adesM26 Azl Coleccionlaboratorio
. MBY86 6 ......... h leu 132 ura 4D18 exo70 13 mchanM X6 ......................................... M K Bal as Ubr a ma ma n .
PPGESIO b leul-32 rad-DI8 exo0-L3mycKanXG HAcdcd2 radt eTabso
. MBY88 7 ......... h+ I eu132 ura4 D 18 Secgl ............................................................. M K BalaSUbr a ma man .
PPG8513 ........ hgo leurG FP psyl ......................................................................... YC GR ........................
PPGSSlS ........ h% leu1+G FP psylHACdc42L1605KanMX6 ....................................... EsteTra baJO ...............
. PPGSSU ........ h+ I eu132 ura4 D 18 ade€M216 G FP SYb 1KanMX6 .............................. Masa kIEd amatsu ........
. PP6853 6 ........ h leu 132 GFP-SYblKaan HACdc42 L16 OS ura4 + ............................. ESteTra baJO ...............
PPG%S 1 ........ h+ I eu132 ura4 D 18 ade6M21o prlKanMX6 ................................... Colecu On laborat On O e
PPGO72 7 ........ h90 leu1-32 ste 12 N9 ...................................................................... CShI mOda .................
. PPG 105 19 ....... h% leu1-32 Ste 12 N9 HACdC42L16OSK anM X6 .................................... EsteTra baJO ...............
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Tabla I. Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Origen
PPG10510 h* leul-32 ura4-D18 ypt7::urad* J. Armstrong
PPGlOSgo ....... h+ I eu132 ura4 D 18 ypt 7 ura4+ HACdC42 L16 OS KanMX6 ..................... EStETra bajo ...............
PPGlOSOl ....... h+ Ieu132 ura4 D 18 adeGMZlo yptnKanMX 6 ................................. COIeCCI On laborat Orl 0 e
PGSR0 hleul-32 urad-D18 ade6-M210 ypU7L:KanWIXG HA-cdca2 L1605 wrad Estetrabajo
PPG6010 ........ hura4D18hy53D1 bg51GFP leu1 bg51ura4+ ................................... JC Rlb as ...................
PPG7437 h uralfll—eD;SS :i\;sr]3'\—/lli(16bgsl—GFP:leu1 bgs1::urad* HA-cdc42- Este Trabajo
PPG6011 h* ura4-D18 hys3-D1 bgs4-GFP:leul* bgs4::urad* J.C. Ribas
PPG7439 ........ h* uraljg()lsglzﬁw?é bgs4 G FP |eu1+ bgs4ur a4+ H Acd c42 s EstETra bajo ...............
PPG7035 h*° leu1-32 ura4-D18 Coleccién laboratorio
PPGlll 68 ....... hgg Ieu132 ura4 D18 HACd C4 2L16osur a4+ ....................................... EstetrabaJO ................
PPP6557 ......... h% leu1szade estellGFPu ra4+ ..................................................... M MCLEOd .................
PPP6558 ......... h+ Ieu132ade6ste 11 GFPU ra4+ ...................................................... M MCLeOd .................
PPP6559 ......... hleu 132 ad es stenG FP ura4+ ...................................................... M MCLeOd .................
PPPLLIGS P leul-32 ade6 tell-GRPwrad HACACA-LIGOSKanWXE ewabio
PPPLLIGL I leu1-32 ade stell-GFPura HA-CdCAZ-AIGOSKanXE ewabio
PPPILIGE hlel-E2 ade stellGRPuUral HACCALLIGOSKanXE ewabo
PPGlll 54 ....... h% ura4- D 18 I eu1 GFPASCdC42 ....................................................... EsteTra bajo ...............
PPGLITE  H® urad-DI8 leuliGPARCcAZ-LI0S HAcAca2-LI0S rad teTrabaio
PPGITISS  1Pleut 32 urad 208:(shkd promoterScGICINGFPurad) e Trabaio
e L e
PPG11181 h% leu1-32 ura4-D18 GFP-pob1:urad* Este Trabajo
PPGIISIS W leul-32 uad-DI8 GFP-poblrad HACdcA2AIGOSKanWXS  EsteTrabaio
PPGllln ....... h% ura4- D 18 ade6M216 m ap4ura4+ leu1 map4GFP .......................... MHValleleso ............
PPG11503 ....... h90 ura4_ D 18 adesmz16 m ap4ura4+ |eu1 map4GFP .......................... ESteTra bajo ...............

HA-cdc42-L160S:KanMX6
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Tabla I. Cepas de S. pombe utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Origen
PPG11152 h® leu1-32 ura4-D18 ex070-GFP:KanMX6 Este Trabajo
PPGILIEE K0 leul-32 urad-DI exoT0-GFPKanMXE HACAZ-AI60S wrad  EsteTrabaio
PPGlllso ....... h90 leu132 ura4 D18 Se C8 GFPU ra4 ................................................. EsteTra bajo ...............
PPGIIS05 P leul-32 urad-DI8 sech-GFPurad HAGcAZ-L160SKanMX6  EsteTrabaio
PPG11156 ....... hgﬂ ura4 D 18 b gs 1GFPIe u1 bg51ura4 ............................................. ESteTra bajo ...............
PPGIIISS  H® urad-DI8 best GFPeut besliurad: HAGICA2AIE0S KarXG  EsteTrabalo
PPGlllSS ....... h ura4 D 18 l eu1 REFng4 ............................................................. EStETra bajo ...............
PPGlllGO ....... h ura4 D 18 l eu1 RFPbgs4 HACdC42L1605 KanMX6 .......................... EsteTra bajo ...............
. PPG11171 ....... h% ura4 D 18 ade6M216 dml Kan Mxeleu 1dm1 G FP .......................... MHva Idmeso ............

h®® ura4-D18 ade6-M216 dnil::KanMX6 leul:dnil-GFP
HA-cdc42-L160S:urad*

PPG11524 h% leu1-32 ura4-D18 spn1-GFP:KanMX6 HA-cdc42-L160S:ura4d* Este trabajo

Saccharomyces cerevisisae

MATa gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112

PPGO836 ura3::gall->LacZ lys2::gal(UAS) >his3 cyh

S. Elledge

Escherichia coli

©80dlacZAM15 A(lacZYAargF) U169 hsdR17 deoR recAl endAl gyrA96

DH>a thi-1 relAl phoA supE44N

Todas las cepas se conservaron a —78°C. Las cepas de S. pombe y la de S. cerevisiae en

glicerol al 25 % vy la de E. coli en glicerol al 50%.

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
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sido descritos en (Moreno et al., 1991). Los medios sdlidos se prepararon afiadiendo agar a una

concentracion final del 2 %. Todos los medios fueron preparados con agua destilada (Milli-Rho)

y esterilizados en un autoclave.

Medio YES (medio rico). Se utilizé rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S.
pombe. Su composicidn es: glucosa al 3 % y extracto de levadura al 0,5 %. El medio es
suplementado con leucina, histidina, adenina, lisina y uracilo (250 mg/I). En los casos
en que era necesaria la presencia de un estabilizador osmotico, se afiadid sorbitol, a

una concentracion de 1,2 M previamente a la esterilizacion del medio de cultivo.

Medio YES+G. Se utilizd para la seleccién de cepas de S. pombe que llevaban el gen de
resistencia a geneticina. Su composicion es la del medio YES mas 100 pg/ml de sulfato

de geneticina (G-418, Life Technologies).

Medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media). Se utilizé para la seleccion y/o cultivo
de cepas de S. pombe auxdtrofas y en experimentos de sobreexpresién de genes con
el promotor del gen nmt. En estos experimentos las células se cultivaron en medio
minimo con los suplementos adecuados y tiamina (5 pg/l), consiguiendo la represiéon
del promotor (Maundrell, 1990). Posteriormente, las células se lavaron 4 veces con
agua estéril y se reinocularon en medio minimo sin tiamina, provocando la induccion
del promotor y la expresion del gen regulado por él. La composicion del EMM es la
siguiente: Glucosa al 2%, ftalato monopotasico 0,3%, Na,HPO, al 0,22%, NH,Cl al 0,5%.
Esta disolucion se esteriliza en el autoclave y posteriormente se le afiaden diferentes
cantidades de las soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas, que han

sido esterilizadas previamente por filtracion:

¢ Solucion concentrada de sales (50X): 0,26 M MgCl,-6H,0, 5 mM Cl,Ca-2H20, 0,67
M KCl'y 14 mM Na SO,

* Solucién concentrada de minerales (10.000X): 81 mM H_BO,, 23,7 mM MnSO,,
14 mM ZnSO,7H,0, 7,4 mM FeCl,-6H,0, 2,5 mM MoO,2H,0, 6 mM K, 1,6 mM
CuS0O,-5H,0y 47,6 mM 4&cido citrico.

e Solucion concentrada de vitaminas (1000X): 81,2 mM 4cido nicotinico, 55,5 mM

inositol, 40,8 mM biotina y 4,2 mM &cido pantoténico.

El medio se suplementa con leucina, histidina, adenina o uracilo (225 mg/l) en aquellos

casos en los que la cepa lo requiera.

Medio minimo sin nitrogeno (EMM-N): Utilizamos este medio para realizar los
experimentos de conjugacion en medio liquido. La composicion del medio es la
siguiente: Glucosa al 2%, ftalato monopotasico 0,3%, Na,HPO, al 0,22%. Esta disolucion
se esteriliza en el autoclave y posteriormente se le afiaden diferentes cantidades de las

soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas.

Medio de esporulacién (MEA). Usado para la conjugacién y la esporulaciéon en S.
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pombe. Su composicion es: Extracto de malta al 3% suplementado con adenina,
histidina, leucina y uracilo (225 mg/I).

2.2 Medios de cultivo para S. cerevisiae
Para el crecimiento de las cepas de S. cerevisiae se utilizaron los siguientes medios:

e Mediorico(YEPD). Usado para el crecimiento vegetativo de S. cerevisiae. Sucomposicién

es: extracto de levadura al 1%, peptona al 2% y glucosa al 2%.

e Medio minimo (YNB). Su composicidon es: base nitrogenada sin aminoacidos al 0,67%,
glucosa al 2%. Para seleccionar los clones prototrofos de histidina en el ensayo de doble
hibrido, se utilizd el medio YNB suplementado con 3AT (3-aminotriazol, Sigma A8056)
a una concentracion de 40 mM. Para la seleccidn y/o cultivo de cepas auxotrofas se

empled una mezcla comercial de aminodacidos (BIO 101 Systems).

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

e Medio LB (Luria-Bertani). Se utilizd para el crecimiento rutinario de E. coli. Su
composicién es: Triptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. Antes de

esterilizar en el autoclave, se ajusté el pH a 7,2-7,4.

e Medio 2XYT. Su composicion es: Triptona al 1,6 %, extracto de levadura al 1% y NacCl al
1%.

La seleccién de clones resistentes a antibiodticos se realizd suplementando los medios con
ampicilina (100 pg/ml).

3. Condiciones y estimacion del crecimiento

3.1 Condiciones de crecimiento para S. pombe y S. cerevisiae

Los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de cepas de S.

pombe 0 S. cerevisiae cuyas caracteristicas genéticas se habian comprobado anteriormente.

Normalmente, se preparaba un preindculo en medio liquido, al que se dejaba alcanzar la
fase exponencial; posteriormente, se preparaba el cultivo a analizar partiendo del preinéculo.
Todos los cultivos se incubaron a la temperatura requerida por el experimento concreto,
normalmente, 25°C, 28°C, 32°C, 35°C, 36°C0 37°C. En el caso de los cultivos liquidos, los matraces
se mantuvieron con una agitacion de entre 200 y 250 rpm y el volumen de cultivo no supero %

del volumen del matraz, para permitir su correcta aireacion.

El crecimiento en medio liquido se determind mediante lectura de la absorbancia del

cultivo a 600 nm en un espectrofotometro (BioRad Smart-Spec 3000). Se emplearon curvas de
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calibracion obtenidas previamente en el laboratorio segun las cuales una densidad optica de
0,8 equivale aproximadamente a 107 células/ml de S. pombe. El mantenimiento de las cepas se

realizd por resiembra en placas de medio sélido.

3.2 Ensayos de crecimiento en gota

Los estudios de termosensibilidad y de crecimiento a diferentes temperaturas se realizaron
en medios solidos YES, YES con sorbitol 1,2M o medio minimo con y sin tiamina. Partiendo de
cultivos liquidos, las células se concentraron hasta una D.O. de 2 en el caso de crecimiento en
YES y de 4 en el caso de crecimiento en medio minimo. Se realizaron diluciones seriadas % hasta
un total de 6 concentraciones decrecientes de células y con un replicador (Sigma) se colocd una
gota de cada concentracion sobre las placas con el medio de cultivo. Las placas fueron incubadas

a las distintas temperaturas de 2 a 4 dias dependiendo del medio y la temperatura.

3.3 Deteccidn de la actividad B-galactosidasa en placa

Ademads del crecimiento en YNB+3AT, en los ensayos de doble hibrido se analizo la actividad
B-galactosidasa de las colonias capaces de crecer en medio sin leucina ni triptéfano siguiendo
el proceso descrito (Durfee et al., 1993). Las colonias se transfirieron a filtros de nitrocelulosa,
se permeabilizaron por inmersion de nitrégeno liquido durante 5 segundos y se depositaron
sobre un papel Whatman 3MM humedecido en solucion Z (Na,HPO, 8,53 g/l, NaH_PO, 5,08
g/l, KCl'0,75 g/, 0,12 g/I MgSO, y 2,7 ml 2-B-mercaptoetanol) con 1 mg/ml de X-Gal (American
Biorganics). Los filtros se incubaron a 36°C de 1 a 5 horas para verificar la coloracién azulada de

las colonias.

4. Métodos genéticos

4.1 Conjugacion

Para inducir la conjugacién entre dos cepas de S. pombe, se usaron estirpes heterotdlicas
de tipo sexual opuesto (h* o h’) incubadas durante 24 horas en placas de medio YES. Se recogid
aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se mezclaron en un pequefio
volumen de agua estéril (25 pul). A continuacion, se depositd la suspensién de células en una
placa de MEA. Los zigotos se originan al cabo de 12-20 horas e inmediatamente sufren meiosis y

esporulacién, formando ascas con 4 ascosporas al cabo de 1-2 dias de incubacién a 25°C.

4.2 Aislamiento de ascosporas

Para obtener esporas, se hicieron suspensiones en agua estéril de la mezcla de conjugacion
incubadas durante 2 dias a 25°C en placas de MEA y 3 dias en el caso de los cruces con la cepa
mutante cdc42-1160S, y se trataron con 20- 50 unidades de glusulasa (PerkinElmer Life Sciences

Inc.) durante toda la noche en agitacion a temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las
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paredes celulares de las células vegetativas, sin afectar a las ascosporas, que poseen una pared
mas resistente. Se recogieron las esporas por centrifugacion a 3.000 rpm durante 1 minuto. La
mezcla de esporas fue lavada 4 veces con agua estéril y con la ayuda de una cdmara Thoma se
estimo el nimero de esporas por mililitro. Se realizaron diluciones apropiadas, para obtener entre
100y 1.000 esporas por placa, y se extendieron en placas de YES. Se incubaron las placas durante
4 dias a 25°C-28°C. Mediante réplica en diferentes medios selectivos o a distintas temperaturas

se seleccionaron las estirpes con el genotipo deseado.

4.3 Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulacion

Con el fin de determinar los productos de la segregacion meidtica se realizd el analisis de
tétradas. El proceso se llevé a cabo con un micromanipulador automatico (Singer MSM System
Series 200) de la forma siguiente: se resuspendid una pequefia cantidad de cultivo esporulado
en 200 pl de agua estéril y se extendieron 5 ul en un extremo de una placa de YES. Se recogieron
ascas y se depositaron en una zona de la placa libre de células. Se incubd la placa durante 4-6
horas a 25°C 0 32°C. Se depositaron las 4 esporas de cada asca en posiciones libres de células de
la misma placa. Se incubaron las placas durante 4 dias a 25°C 0 28°C. Finalmente, para realizar el
estudio genotipico de cada espora, se realizaron réplicas en medios selectivos o se incubaron a

temperaturas permisiva y restrictiva para el aislamiento de las cepas termosensibles.

5. Procedimientos generales de biologia molecular

5.1 Vectores utilizados

VECTORES DE E. coli

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

plasmido fue construido por el Dr. Manuel Arellano.

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

tiogalactopirandsido (IPTG).

118



Materiales y Métodos

PGEM-T (Promega). Es un vector de 3 kb que contiene 13 sitios de reconocimiento
Unicos para enzimas de restriccion y se comercializa linearizado con una timidina
adicional en sus extremos, lo que facilita la insercion de fragmentos generados por
PCR. Contiene el gen de resistencia a ampicilina'y el promotor T7. Al igual que el vector
pBluescript SK+ permite la seleccién de clones recombinantes por a-complementacién

(azul-blanco).

VECTORES DE S. pombe

pAU-KS+. Este vector de 6,5 kb fue obtenido por el Dr. J. Ishiguro (Konan University,
Japdn) a partir del plasmido pBluescript Il KS+ al que se le ha afiadido: un fragmento
de ADN que incluye sitios de reconocimiento para 11 enzimas de restriccion en la zona
estructural que codifica el péptido a de la B-galactosidasa; el origen de replicacion arsl
de S. pombe; y el gen URA4 de S. cerevisiae, capaz de complementar la mutacion ura4

de S. pombe.

pJK-148. Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen leul* de S. pombe como marcador de
seleccidon y carece de secuencias ars1, por lo que no se replica de manera autonoma.
Se utiliza para la integracion de secuencias de ADN en el genoma de S. pombe. Para
gue la integracién tenga lugar, es necesario digerir el pldsmido con una enzima de
restriccion que lo linearice. Normalmente, se utiliza el sitio de restriccion de Nrul, que
se encuentra en el gen leul*. El pldsmido linearizado se introduce en una cepa leul-
32, de modo que, tras la recombinacion, en el genoma de S. pombe se reconstituyen
2 copias del gen leul, una mutada y otra silvestre, recuperandose asi la capacidad
de crecer en un medio sin leucina. Este plasmido descrito por Keeney y Boeke, 1994,
posee ademas: un fragmento de ADN que incluye sitios de reconocimiento para 19
enzimas de restriccién; el gen de resistencia a ampicilina; un fragmento del fago f1 que
codifica las funciones requeridas para la obtencién de ADN monocatenario; un origen
de replicacién para E. coli; y el gen lacZ de la B-galactosidasa para la seleccion de clones

por su color blanco o azul.

PREP. Son una serie de vectores de expresion en S. pombe, reprimibles en presencia
de tiamina. Todos ellos poseen elementos comunes en su estructura: un origen de
replicacion de E. coli; el gen de resistencia a ampicilina; el origen de replicacién arsi
de S. pombe; un gen marcador de complementacion de auxotrofias de S. pombe v el
promotor del gen nmt1 (no messenger with thiamine) fusionado a un sitio de clonacién
multiple, que permite sobreexpresar los insertos clonados cuando se incuban las
células en ausencia de tiamina. Todos los vectores pREPX proceden del vector pREP1
(Maundrell, 1990), de elevada expresidn, al que se le incorpord un sitio Xhol en el sitio
de clonacion multiple (Forsburg, 1993). Los distintos vectores pREPX se diferencian

entre si por:

e £l marcador de seleccion: LEU2 de S. cerevisiae (que complementa estirpes leul-

32), en el caso de los vectores denominados con numero impar, pREP1, pREP3X,
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PREP41X y pREP81X; y ura4* (que complementa estirpes ura4-D18), en el caso de
los vectores denominados con nimero par, pREP4X, pREP42X y pREP82X.

e £/ promotor: para poder inducir niveles de expresién intermedios, se modifico el
promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en su secuencia
TATA, que disminuyen la fortaleza de éste. Asi, los vectores de expresién fuerte son
los plasmidos pREP1, pREP3X y pREP4X, los de expresion intermedia son pREP41X y
PREP42X; y los de expresion baja son pREP81X y pREP82X (Basi et al., 1993).

Existe una version de plasmidos pREP denominados pJR3X, pJR41X y pJR81X (Moreno
et al., 2000), que derivan de los plasmidos pREP3X, pREP41X y pREP81X (Forsburg,
1993). Estos plasmidos contienen la misma estructura base de los plasmidos pREP, y
se diferencian en que contienen tres marcadores de seleccion distintos (LEU2 de S.
cerevisiae que complementa leu1-32 de S. pombe, ura4* e his3*)y dos sitios de clonacién

multiple diferentes (cada uno con 12 sitios de restriccion Unicos) (Moreno et al., 2000).

Dentro de la familia de plasmidos pREP se encuentra también el vector pREP-KZ o
PREP1-GST (Shiozaki y Russell, 1995). Se trata de un vector pREP1 que contiene en el
extremo 5’ del sitio de clonacion multiple, la secuencia codificante de la proteina GSTy
un sitio de corte para la trombina, y en el extremo 3’ del sitio de clonacién multiple, la
secuencia codificante de dos epitopos de la hemaglutinina. Se ha utilizado también una
serie de vectores pREP, amablemente cedidos por el Dr. lan Hagan, en los que se puede
clonar el gen deseado en fase con la secuencia del epitopo HA de la hemaglutinina
(Craven et al., 1998).

VECTORES DE S. CEREVISIAE

e pAS2ypACT2. Estos vectores de expresion de S. cerevisiae se emplean para el ensayo de
doble hibrido (Durfee et al., 1993). Ambos vectores contienen el origen de replicaciéon
de E. coli, el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion del fago f1 vy el

origen de replicacién 2 u de S. cerevisiae.

e El vector pAS2 posee ademas el dominio de unién a ADN del gen GAL4 en fase
con la secuencia de dos epitopos de la hemaglutinina bajo el control del promotor
constitutivo del gen ADH y un sitio de clonacion multiple. Como marcador
auxotréfico en S. cerevisiae, lleva el gen TRP1. También lleva el gen CYH2, que

confiere sensibilidad a cicloheximida en cepas cyhr.

e El vector pACT2, por su parte, posee el dominio de activacién transcripcional del
gen GAL4 en fase con la secuencia de dos epitopos de la hemaglutinina y un sitio
de clonacion multiple. Como marcador auxotréfico en S. cerevisiae, lleva el gen
LEU2.

5.2 Obtencion de ADN

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

Minipreps (Promega).

5.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo en los termocicladores
GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems y MyCycler™ Thermal Cycler de BioRad. Las
mezclas de reaccion contenian: tampdn de reaccion suministrado por el proveedor, 1,5mM MgCl,
los 4 desoxinucledtidos trifosfato precursores a una concentracion final de 0,2 mM cada uno,
0’40 uM de cada oligonucledtido utilizado como cebador, 0,5 U/ul de polimerasa Taqg (EcoTaq,
Ecogen) y una cantidad de ADN molde variable, dependiendo de si se trataba de ADN gendmico
o plasmidico. Para la comprobacién rutinaria de cepas mutantes de S. pombe, se utilizaron
células directamente, sin necesidad de extraer el ADN. La reaccion requiere la desnaturalizacion
del ADN molde, el anillamiento de los cebadores u oligonucledtidos incorporados a la reaccion
y, finalmente, la extension de las hebras sintetizadas. En cada momento se requiere que la
reaccion se encuentre a una temperatura determinada. El nimero de ciclos, la temperatura
de anillamiento y el tiempo de extensién se modificé dependiendo de las caracteristicas del
experimento. La purificacion de los productos de PCR se realizd mediante el sistema GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare.

5.4 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizé en el servicio de secuenciacién de
la Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automatico Abi prism 3100 Genetic
analyzer (Applied Biosystems). La técnica usada se basa en el protocolo descrito (Sanger et al.,
1977), pero en este caso, se emplearon didesoxinucledtidos marcados con fluorocromosy un laser
capaz de reconocer los distintos colores (longitudes de onda de emisién) de los fluorocromos,
gue corresponden a cada una de las bases del ADN. El fundamento de este sistema es una
reaccion de PCR en la cual la extensién de una cadena de ADN a partir de un oligonucledétido
iniciador, empleando ADN bicatenario como molde, es interrumpida por la incorporacion de

didesoxinucledtidos.

5.5 Manipulacion de ADN

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

de los materiales y enzimas utilizados.

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de restriccion

o por amplificacion mediante PCR se llevé a cabo mediante electroforesis en geles de agarosa
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(UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje (0,7-1,5 %), segun el tamafio de los
fragmentos a analizar. Los geles de agarosa llevaban bromuro de etidio a una concentracién final
de 0,1 pg/ml, para localizar el ADN mediante iluminacion con una fuente de luz ultravioleta. El
tampon utilizado, tanto para preparar la agarosa como para realizar la electroforesis, fue TAE (40
mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA (acido etilén diamino tetra-acético), pH 8,0).

El aislamiento y purificacion de los fragmentos de ADN después de su separacion en geles
de agarosa se llevé a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit de GE

Healthcare.

La ligacidon de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo 5 del vector
mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer), se realizd con la enzima
ADN ligasa del fago T4 (ELO335, Fermentas).

5.6 Transformacion de E. coli

La transformacién de E. coli con plasmidos o con mezclas de ligacidn se realizé de acuerdo
con el procedimiento disefiado por Kushner, 1978, basado en el choque térmico. En algunos
casos, la transformacién con plasmidos purificados se realizd por un método simplificado

conocido como “transformacién del minuto” (Golub, 1988).

5.7 Transformacion de levaduras

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

5.8 Construccion del médulo de integracidn de cdc42

Para poder intercambiar las ORF de cdc42* por las versiones mutadas de la misma, se
construyd un modulo de integracién. Este mddulo contenia 500 pares de bases de la region
promotora de cdc42, la secuencia del gen que codifica el epitopo HA, las ORFs de cdc42 mutadas,
la secuencia 3" del gen adh, el mddulo de resistencia a geneticina (KanMX6) o el gen ura4*y
500 pares de bases de la region 3’ de cdc42*. El médulo de integracion se construyd mediante

clonacién secuencial de cada una de las partes en el plasmido SK-HA (Figura 91).
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Figura 91 Mddulo de integracion de cdc4?2 utilizado en las cepas cdc42-879, cdc42-D76G y cdc42-1L160S.

5.9 Clonacion de genes supresores

Determinados genes de S. pombe se utilizaron para ver si eran capaces de suprimir en
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sobreexpresion la termosensibilidad de la cepa mutante cdc42-L160S. Dichos genes se clonaron
llevando a cabo una PCR de alta fidelidad a partir de una genoteca de ADN codificante. Se utilizaron
los oligonucledtidos F (Forward) de los distintos genes, que incorporan los sitios BamHI| y Ndel,
y R (reverse) que incorporan el sitio BamH!| (Tabla Il). Los productos de la PCR de alta fidelidad
se clonaron en el plasmido pGEM-T para permitir la secuenciacién de diferentes clones. Una vez
comprobado que la secuencia era correcta, se clonaron en los plasmidos pREP3X, pREP41X vy

PREP81X en el sitio BamH!I de su secuencia de clonacién multiple.

Tabla Il. Lista de oligonucleétidos utilizados para la clonacion de genes.

Gen Nombre Secuencia

oy osy1F 5’—atatatgi%ATGAATAAAGCAAACGATTATACAC-3'
""""" b o1 pslemw 5'-atat'é£%TCAATGTCTATTGCCAAGAACAG-a'
""""" . b1 Sybl_me 5'-ataté£%}%ATGTCTGAGCCATATGACCCA-3'
""""" . b1 Sybl_me 5'-ata£é£%i%ﬁACTTGCCATGAAATTTTGTTGc-g'
"""" 070" I 5’—atat'é"'t‘g“;g;if:ééii‘TGAGTGGTGGTATTTTTGATGA—3’
"""" 070" S 5'—ataté£éi%fCATAGGGAAGGAGCAAACGC—S’
""""" ;/pw yptz_me 5’—atat'é“'t‘g”;g;if:éé;i\‘TGTCTACAAAATCCTACGATTA—3’
""""" }ptT yptZ_RWW 5'-atafé%é%%CTAACAACACCTCTTCACCG-3'
""""" y o7 y pt7_FWW 5'-atat'é‘t”g”;g;it:ééziTGGCCGGCAAAAAGAAGCAT-3'
""""" ;/pﬁ ypt7_me 5’-atafé%é%ﬁAACAGTAACATGAAGTTTTTTGAC-3’
"""" y pt71° y pt71_F'””‘””” 5'-atat’é‘t"g"'g"iiéjéiilTGTCGGCTCAGAAAAGGGTG-a'
"""" ;pt71* ypt71_éwm 5’ atatatggatccCTAGCAATTACAAGAAGATGTAT-3

BamH|

6. Andlisis de proteinas

6.1 Obtencion de extractos celulares

Los ensayos de Western blot y precipitacion se realizaron a partir de extractos celulares
obtenidos de la siguiente manera: Se resuspedieron 1 x 10% células en 200 pl del tampdn de lisis
correspondiente con inhibidores de proteasas (2 pg/ml aprotinina, 2 ug/ml leupeptina, 2 pg/ml
pestatinay 1 mM PMSF). Las células se lisaron con bolitas de vidrio (v/v) (G8772, Sigma), en una

Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de 16 segundos a una potencia de 6,0.

Se comprobd la rotura celular por observacion al microscopio de contraste de fases. Las
bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante centrifugacién a 5.000 rpm
durante 10 minutos. Todo el proceso se realizd a 4°C para evitar la degradacién de las proteinas.
La concentracion de proteina de los extractos se cuantificé mediante el método colorimétrico
descrito (Bradford, 1976).
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6.2 Precipitacion e inmunoprecipitaciéon

Para realizar los ensayos de precipitacion e inmunoprecipitacion, obtuvimos extractos
de 5x108 células que expresaban las diferentes proteinas marcadas con epitopos HA y Myc o
con la proteina GST. El tampodn de lisis utilizado en estas coprecipitaciones consta de 20 mM
Tris-HCl pH 8, 100 mM NaCl, 0,5 % NP-40 e inhibidores de proteasas (2 ug/ml aprotinina, 2 ug/
ml leupeptina, 2 pg/ml pestatinay 1 mM PMSF). En el caso de las proteinas marcadas con GST,
se incubaron los extractos (2 mg de proteina total) en presencia de 30 ul de bolitas de glutation-
sefarosa (Glutathione Sepharose 4B, GE Healthcare) al 50 % (v/v) durante 2-4 horas en agitacion
a 4°C. En el caso de proteinas marcadas con otros epitopos, se incubaron los extractos (2-4mg)
con anticuerpos policlonales frente al epitopo de interés durante 2 horas, posteriormente se
incubaron con 30 pl de proteina A-sefarosa (Protein A sepharose CL-4B, GE Healthcare) al 50 %
en tampon de lisis durante 2-4 horas a 4°C. Posteriormente, los complejos unidos a la matriz de
sefarosa se sedimentaron por centrifugacién y se lavaron 4 veces con 1 ml de tampdn de lisis.
Finalmente, los complejos se resuspendieron en 30 pl de tampdn de carga 2X (SDS al 4 %, glicerol
al 20 %, 100 mM DTT vy azul de bromofenol al 0,08 %) para proceder a la electroforesis en geles

de poliacrilamida.
Los anticuerpos utilizados fueron:
e Anticuerpo policlonal frente al epitopo HA (Abcam), 2 ug.

e Anticuerpo policlonal frente al epitopo Myc (Santa Cruz Biotechnology), 2 uLg.

6.3 Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Las muestras de extracto total o de los precipitados se desnaturalizaron durante 5 minutos

a 100°C vy se centrifugaron a 12.000 rpm durante otros 5 minutos.

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

6.4 Inmunodeteccion de proteinas

En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (20 mM Tris-HCl pH 7,6, 137 mM
NaCl y 0,1% de Tween 20 de Sigma) con seroalbumina bovina al 1% o 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 dilucidon apropiada en solucion de bloqueo durante

1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Se lavaron 4 veces durante 5
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minutos con abundante TBST y se incubaron después con un anticuerpo secundario anti-IlgG
unido a peroxidasa (HRP, horseradish peroxidase) durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Las membranas se volvieron a lavar 4 veces con TBST y se afiadio el sustrato para la deteccién
de la actividad peroxidasica por quimioluminiscencia. Se empled el kit ECL (RPN2106 Amersham
Corporation). Las proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectaron usando peliculas X
Ray Film 100NIF (Fujifilm).

Los anticuerpos utilizados fueron:

e Anticuerpo monoclonal frente al epitopo HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilucién
1:6.000.

e Anticuerpo monoclonal frente a actina, C4 (ICN Biomedicals) a una dilucién 1:10.000.
e Anticuerpo monoclonal frente a tubulina (Sigma) a una dilucion de 1:10.000.

e Anticuerpo monoclonal frente a la proteina GFP, JL-8 (BD Biosciences), a una dilucién
1:2.000.

e Anticuerpo monoclonal frente al epitopo Myc (Santa Cruz Biotechnology), a una
dilucion de 1:1.000.

e Anticuerpo policlonal anti-GST conjugado a HRP (Amersham) a una dilucion 1:5000.
e Anticuerpo monoclonal anti-lgG de ratdn unido a HRP (BioRad) a una dilucion 1:10.000.

e Anticuerpo monoclonal anti-lgG de conejo unido a HRP (BioRad) a una dilucién
1:10.000.

6.5 Valoracion de GTP-Cdc42

6.5.1. PRODUCCION DE GST-CRIB

La cantidad de Cdc42 activa se determind mediante el ensayo de precipitacion con GST-
CRIB. Este dominio sélo se asocia a Cdc42 cuando estad unida a GTP. La proteina recombinante
GST-CRIB se obtuvo en una cepa DH5a de E. coli transformada con el plasmido pGEX-CRIB. Este
plasmido lleva el fragmento de ADN que codifica el dominio CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding)
de la proteina Pak2 de células humanas (Manser et al., 1998). Las bacterias transformadas se
incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB con el antibiético ampicilina (50 pg/ml) hasta que
alcanzaron una D.O. a 600 nm de 0,6. En este momento, se afiadid IPTG a una concentracion
final de 0,5 mM, para inducir la expresion masiva del gen que codifica la proteina de fusiény se
incubaron a 28°C durante 3 horas mas. Se recogieron las células por centrifugacion a 5000 rpm
y se resuspendieron en 20 ml de tampon PBS (tampon fosfato salino: Na,HPO, 10 mM, KH HPO,
2 mM, NaCl 137 mM vy KCl 2,7 mM) frio, con inhibidores de proteasas (2 pug/ml de pestatina,
2 ug/ml de leupeptina, 2 pg/ml de aprotinina y 1ImM de PMSF) y lisozima (2 mg/ml). Tras 30

minutos de incubacién en hielo, las células se sonicaron 4 veces a una potencia de 14 um de
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amplitud de onda durante 1 minuto. Se afiadio triton TX-100 a una concentracién final del 1% vy

se centrifugaron las células lisadas a 7800 x g durante 1 hora a 4°C.

Posteriormente, se recogid el sobrenadante, se afladieron 600 ul de glutation sefarosa
al 50% previamente equilibrada con PBS y se incubd durante 2 horas a 4°C. A continuacién, las
bolas de glutation sefarosa unidas a la proteina de fusion GST-CRIB, se lavaron 3 veces con 40 ml
de PBS, recogiéndose por centrifugacién a 3000 rpm. Por Ultimo, se resuspendieron en solucion
de lisis B: NP-40 0,5%, NaCl 20 mM, glicerol 10%, l\/IgCI2 2mM, DTT 0,1 mM vy Tris-HCI 50 mM pH

7,6 con inhibidores de proteasas a la misma concentracién que la descrita anteriormente.

La cantidad de proteina se cuantificé por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5%

teflido con azul de Coomasie, comparandola con diferentes cantidades de seroalbdmina bovina.

6.5.2. ENSAYO DE UNION

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio que expresaban HA-Cdc42, tal y
como se describio en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos, pero utilizando tampon de lisis
B. Se tomaron 2 mg de proteina de los extractos, se llevaron a 500 ul con tampdn de lisis By se
afiadieron 10 pg de GST-CRIB asociado a bolas de glutation sefarosa. La mezcla se incubd 2 horas
a4°Cy se lavd 4 veces con 1 ml de tampdn de lisis B. Finalmente, el precipitado se resuspendio
en 30 ul de tampodn de carga 2Xy se sometid a SDS-PAGE en un gel al 12,5%. Después se transfirio
a una membrana, que se incubd con el anticuerpo monoclonal 12CA5, para detectar la fraccion

de la proteina HA-Cdc42 unida a GTP, que habia precipitado al unirse al dominio CRIB de Pak2.

6.6 Valoracion de la secrecion de fosfatasa acida

Esta técnica se utilizd para valorar la secrecion celular. Debido a que hasta un 40% de la
fosfatasa acida es secretada al medio en S. pombe, la actividad enzimatica fue valorada en el
sobrenadante del cultivo. Las células fueron incubadas en medio rico a 25°C hasta fase logaritmica.
Posteriormente, se recogieron, se lavaron 3 veces con medio fresco y se prepard un cultivo de
D.0. a 600nm de 0,3 que se incubd a 25°C 0 a 37°C. Para cada muestra tomada, se centrifugd 1
ml de cultivo, se recogieron 0,5 ml de sobrenadante, se mezclaron con 0,5 ml de la solucién del
sustrato (paranitrofenilfosfato 2 mM en tampdn acetato sodico 0,1 M pH 4.0) precalentada a
30°Cy lamezcla se incubd a esta temperatura durante 5 minutos. Tras este tiempo, la reaccién se
detuvo afiadiendo 0,5 ml de hidréxido de sodio 1 M. Se analizd la absorbancia a 405 nm de cada
muestra, para cuantificar la cantidad de nitrofenol liberado, utilizando la muestra del tiempo
0 como blanco. Ademas, a cada tiempo de toma de muestra se analizd la densidad éptica del
cultivo a 600 nm, para poder referir la actividad fosfatdsica (absorbancia a 405 nm) al nimero
de células (absorbancia a 600 nm). Para realizar este ensayo en medio minimo, modificamos
ligeramente la receta del medio, afiadiendo un 75% menos de Na,HPO, (0,55 g/l), ya que al
incubar las células en un medio bajo en fosfatos aumenta la expresion del gen que codifica la

enzima fosfatasa acida (Elliott et al., 1986).
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6.7 Ensayo de inmunoblot de colonias

El ensayo de inmunoblot de colonias para detectar la proteina Cpy1l secretada se realizd
como lo describio (Iwaki et al., 2006) con las modificaciones utilizadas por (Codlin y Mole, 2009).
Células creciendo en fase exponencial se concentraron hasta una D.O. de 2 y se depositaron
5ul de células sobre una membrana de nitrocelulosa colocada sobre placas de YES o EMM vy se
incubaron durante 6 horas a 32°C. Tras lavar la membrana con TBST para eliminar las células, se
incubd con el anticuerpo monoclonal anti-CPY de S. cerevisiae 10A5 (1:100) (Molecular Probes,
Invitrogen). La densiometria de las colonias se realizd usando el programa Quantity One (Bio-
Rad).

7. Técnicas Microscopicas y Tinciones

Para llevar a cabo estas técnicas, se emplearon diversos microscopios: Leica DM RXA
y Nikon Eclipse TE-2000U, ambos controlados mediante el software MetaMorph® (MDS
Analytical Technologies). Ademas, se utilizé el equipo Personal Deltavision Microscope (Applied
Precision), que incluye un microscopio invertido Olympus IX-70 controlado mediante el software
softWoRx Resolve3D. Las imagenes obtenidas fueron capturadas con una camara CoolSNAP
HQ2 (PHOTOMETRICS) y se procesaron posteriormente con los programas MetaMorph®
(MDS Analytical Technologies), Image-J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) y Adobe Photoshop CS4

(Adobe System, Inc). Los experimentos de FRAP se realizaron utilizando equipos Deltavision y

confocal Leika, pertenecientes a la Universidad Rockefeller (Nueva York) y el Institut Curie (Paris)

respectivamente.

7.1 Microscopia de fluorescencia

Para la observacién de muestras fluorescentes, se utilizaron los filtros adecuados que dejan
pasar la luz UV de una determinada longitud de onda, segun los espectros de excitacion-emision
propios de los fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas. Siempre se realizaron como

referencia imagenes de contraste interferencial (Nomarsky) o de contraste de fases.

7.1.1 FLUORESCENCIA DIRECTA CON GFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos procedente de
la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde cuando se excita con
luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su capacidad para emitir luz
verde cuando se expresa de forma heterdloga en células eucariotas o procariotas. Por ello, suele
usarse como sistema de deteccion de la expresion y localizacion subcelular de proteinas in vivo.
Para ello, es necesario fusionar la secuencia de ADN que codifica esta proteina en fase con la del
gen de la proteina objeto de estudio y observar la muestra en el microscopio de fluorescencia.
Existen variantes de la proteina verde fluorescente, como la EGFP (Enhanced Green Fluorescent

Protein), mas brillante que la original, que emite luz de 507 nm de longitud de onda cuando es
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excitada con luz de 488 nm; la proteina azul fluorescente o CFP (Cian Fluorescent Protein), que
emite luz de 475 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 433 nm; o |la proteina
amarilla fluorescente o YFP (Yellow Fluorescent Protein), que emite luz de 527 nm de longitud de

onda cuando es excitada con luz de 514 nm.

7.1.2 TINCION DE CALCOFLUOR

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

guardd a 4°C protegido de la luz.

La tincidn de calcofldor se realizd directamente sobre la muestra antes de su observacion,

afiadiendo el calcoflior a una dilucién 1/6 (v/v).

7.1.3 TINCION DE ACTINA
Para esta tincion se utiliza la faloidina, una toxina extraida del hongo Amanita phalloides,
gue se une con alta afinidad a la actina F (actina polimerizada), conjugada a un compuesto

fluorescente, en nuestro caso, Alexa-fluor 448.

La tincion de actina se realizd a partir del protocolo inicial, descrito por Marks y Hyams,
1985, siguiendo las indicaciones y modificaciones realizadas por F. Chang. Partiendo de un cultivo
en fase exponencial, se tomaron 5 ml de células y se fijaron afiadiendo 1 ml (1/5 del volumen
del cultivo) de formaldehido al 16% (EM-grade MeOH Free, Polysciences) y 500 ul (1/10 del
volumen del cultivo) de tampdn PEM (PIPES 100 mM, EGTA 1 mM, Mg2S04 1mM, pH 6,9). Las
células se incubaron en agitacién a la temperatura del cultivo durante 1 hora y, posteriormente,
se lavaron 3 veces con tampdén PEM. Se recogieron de nuevo las células y se permeabilizaron
resuspendiéndolas en PEM con Triton T-X100 al 1% durante 30 segundos, para permitir la
posterior entrada del fluorescente. Finalmente, se lavaron tres veces con PEM, se tomd 1 ul de
células permeabilizadas y se mezclaron con 8 ul de Alexa-fluor 448-faloidina (Molecular Probes),
resuspendida en PEM. Estas muestras se incubaron en oscuridad durante 1 hora en agitador
orbital a temperatura ambiente. Las muestras asi tefiidas pueden guardarse durante 1 6 2 dias
a 4°C.

7.1.4 TINCION DE CDCFDA

La tincidn se realizdo como describieron por Roberts et al., 1991. Las células en crecimiento
exponencial se recogieron, se lavaron con medio suplementado con acido citrico 10mM vy
se incubaron a 30°C durante 30 minutos en medio con 4cido citrico 10mM y CDCFDA 2,5
um. Posteriormente las células se lavaron con medio con &cido citrico 10mM vy se realizaron

micrografias de fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 488nm.
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7.1.5 TINCION DE FM4-64

Lascélulasencrecimientoexponencial serecogieronyselavaroncon medio. Posteriormente,
se enfriaron en hielo y se incubaron durante 10 minutos con FM4-64 80 uM en frio y oscuridad.
A continuacion se lavaron las células con medio frio tres veces y se realizaron micrografias que
se consideraron el tiempo 0 minutos. Las células se incubaron a 32°C en oscuridad para realizar
las micrografias a los tiempos restantes. Las micrografias de fluorescencia se realizaron utilizando

una longitud de onda de excitacién de 553nm.

7.2 Microscopia electronica

La preparacion de muestras para su observacion al microscopio electrénico de transmision
se llevd a cabo tal y como se describe a continuacion: Se tomaron células que alcanzaban una
densidad optica de 0,5. A continuacidn se realizaron tres lavados con agua y estas células se
fijaron con permanganato potasico al 2 % durante una hora a temperatura ambiente. El exceso
de permanganato fue retirado tras sucesivos lavados con agua. Posteriormente, las células se
deshidrataron empleando concentraciones crecientes de etanol (50 %, 70 %, 80%, 90% y 95%),
95% etanol:95% acetona y posteriormente acetona (95% y 100%). Las muestras se incluyeron
en resina mediante el kit Super Resin Embedding de TAAB, a través de varios pasos con
concentraciones de resina crecientes hasta incluir las muestras en resina pura. A continuacién
se encapsularon las diferentes muestras y se incubaron en una estufa a 70°C durante 16 horas
para que la resina polimerizara. Se cortaron secciones ultrafinas de las muestras empleando
un ultramicrotomo LKB Ultratome Ill. Posteriormente se fijaron con acetato de uranilo al 2 %
y citrato de plomo para darles contraste y se observaron bajo el microscopio electrénico de

transmision Zeiss EM 900.

8. Marcaje y fraccionamiento de los polimeros de la pared celular

Se utilizd el método descrito por Arellano et al., 1996. Las células se incubaron en medio
rico, antes de afadir el precursor radiactivo. Cuando los cultivos alcanzaron una densidad dptica
entre 0,5-0,8 se llevd a cabo el marcaje de las mismos. Se realizé en cultivos de 10 ml durante un
periodo de 6 horas a 28°Cy con 0,5 uCi/ml de *C-glucosa. Se tomaron dos muestras de 50 pl al
comenzary dos al terminar la incubacion para calcular la incorporacién total de glucosa radiactiva
en las células. El resto de cultivo se recogid, se lavod tres veces con 1 mM EDTA y se sometid a
rotura mecanica mediante agitacion con bolas de vidrio en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant).
La rotura se comprobd por observacién al microscopio de contraste de fases. El extracto obtenido
se diluyd hasta 1 ml con 1 mM EDTA, se decantaron las bolas de vidrio y se centrifugd a 1000 x g
para recoger las paredes. Estas se lavaron tres veces con 2 M NaCl y otras dos veces con 1 mM
EDTA y se tomaron dos alicuotas de 20 pl para determinar la incorporacion total de **C-glucosa
en las paredes. Después, las paredes se hirvieron 5 minutos para inactivar las posibles glucanasas

incluidas en la pared y se resuspendieron en 500 ul de 1 mM EDTA. Se hicieron alicuotas de 100
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ul, de las cuales una se incubd con 100 pl de tampdn 50 mM citrato-fosfato pH 5,6; dos alicuotas
se incubaron en el mismo tampodn en presencia de 10 pg de Zymoliasa 100T (Seikagaku Kogio)
y otras dos se incubaron en 100 ul del tampdn 50 mM Tris-HCl pH 7,5 con 100 unidades de

Quantazima (Quantum, Biotechnologies ING) que es una endo-B-(1,3)-glucanasa recombinante.

Todas las muestras se incubaron a 28°C durante 36 horas, tras lo cual se centrifugaron a
12.000 rpm durante 5 minutos y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y de los precipitados.
Todas las alicuotas (excepto los sobrenadantes que se valoraron directamente) se diluyeron con 1
ml de acido tricloroacético (TCA) frio al 10 %, manteniéndose a 4°C hasta ser filtradas sobre papel
Whatman GF/C. Estos filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de TCA y 2 veces con 3 ml de etanol.
Después se secaron y se determind su radiactividad en un contador de centelleo Wallac 1409,
afiadiendo liquido de centelleo Optiphase “Hisafe” (Wallace). El precipitado de la incubacién con
Zymoliasa 100T corresponde al a-glucano presente en la pared mientras que el sobrenadante de
laincubacion con Quantazima corresponde al B-(1,3)-glucano. La diferencia entre los precipitados

de Quantazimay Zymoliasa 100T corresponde a galactomanano y 3-(1,6)-glucano.

9. Analisis bioinformatico de los datos

Para el analisis informatico de las secuencias de ADN y de proteinas, alineamiento de

secuencias y mapas de restriccidn, se utilizaron los programas DNAStar, DNAStrider y ClustalW.

Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de S. pombe, The

Wellcome Trust Sanger Institute Schizosaccharomyces pombe Gene DB (http://www.genedb.

org/genedb/pombe/), actualmente (http://www.pombase.org).

Las busquedas bibliograficas se realizaron a través de la base de datos de MedLine (http:

www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed).
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