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ACF = Assembly Complementing Factor
ADP = Adenosin di-fosfato

AMPc = Adenosin mono-fosfato ciclico
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DIC = Differential Interference Contrast
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DRF = Diaphanous-Related Formin

DYRK = Dual specificity - tYrosine - phosphorylation Regulated protein Kinase
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GAP = GTPase Activating Protein
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GEF = Guanine nucleotide Exchange Factor
GFP = Proteina Fluorescente Verde
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Mb = Megabase

MBC = Metil 2-Benzimidazol Carbamato

mCherry = Version de la Proteina Fluorescente Roja (RFP)

MDa = MegaDaltons

MOPS = Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico

MTOC = Centro organizador de microtubulos (Microtubule Organizing Centres)



NETO = Inicio de crecimiento por el polo nuevo (New End Take Off)
NPF = Nucleation Promoting Factor
N-WASP = Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein

OETO = Inicio de crecimiento por el polo viejo (Old End Take Off)

PAA = Distribucién de microtubulos tras anafase (Post-Anaphase Array)
PCR = Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PBS = Tampoén Fosfato Salino

PCH = Pombe Cdc15 Homology

PIP, = Fosfoinositésidos

PNPG = Paranitrofenil-B-D-glucopiranosa

RNA = Acido ribonucleico

SCAR/WAVE = Suppressor of cAR/ WASP family Verprolin-homologous protein (Nucleation Promoting
Factor)

SH3 = Dominio de homologia a Src3 (Src Homology 3)
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TAE = Tampon Tris-acético EDTA
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WASP = Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
WD40 = WD or B-transducin repeats

WH2 = WASP Homology 2

WIP = WASP-Interacting Protein

YFP = Proteina Fluorescente Amarilla

Alo largo de los siguientes capitulos, las proteinas de S. pombe seran referidas en minusculas
(eng2), mientras que las proteinas de S. cerevisiae seran referidas en mayusculas (Eng2/Acf2). En caso
de que exista algun posible conflicto, las proteinas iran precedidas del prefijo Sp para S. pombe, Sc para
S. cerevisiae, Ca para C. albicans o Af para A. fumigatus.
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Introduccion







Muy posiblemente, la ciencia no se podria
haber desarrollado tal y como hoy la conocemos
de no haber sido por los llamados “Organismos
Modelo”, un grupo de seres vivos que han
sido seleccionados por los investigadores, de
entre millones de posibilidades, por presentar
una caracteristica comun, “ser practicos”. Un
organismo modelo debe ser barato y abundante,
con una gran facilidad para propagarse gracias a
unos cortos periodos de gestacion y una prolifica
descendencia, facil de manipular en el laboratorio
y con un genoma relativamente sencillo y
pequefo.

Muchos son los organismos que podrian caber
dentro de esta descripcion; sin embargo, sélo
algunos han sido seleccionados. Dentro de ellos
cabe destacar a Escherichia coli, una bacteria
presente en la flora intestinal capaz de generar
problemas gastrointestinales; Saccharomyces
cerevisiae 'y Schizosaccharomyces pombe,
dos levaduras con una gran importancia desde
el punto de vista cientifico y biotecnolégico;
Caenorhabditis elegans, un pequefio gusano
utilizado como modelo desde principios de los afios
60; Drosophila melanogaster, la omnipresente
mosca de la fruta; Danio rerio, huésped habitual
de infinidad de acuarios de todo el mundo;
Arabidopsis thaliana, una pequefia planta que
sirve de modelo para todo el reino vegetal; o Mus
musculus, un pequeno roedor alrededor del cual
se mueven mas de 200 millones de ddlares al
afio.

Cada uno de estos organismos modelo es
distinto del anterior y, sin embargo, todos ellos
contribuyen al progreso en el conocimiento de la
biologia celular en particular y de la ciencia en
general.

La importancia de estos organismos va
mas alla de lo puramente cientifico, ya que han
sido capaces de saciar el hambre en el mundo
0 animar cualquier reunién social gracias a los
productos de su fermentacion. A pesar de tener

solo una décima parte del tamafo de un leucocito,
muchas de las funciones celulares de organismos
superiores estan presentes en las levaduras;
aproximadamente 200 genes involucrados en
enfermedades humanas presentan homologos
en su genoma (Cho y Hofmann, 2004; Foury y
Kucej, 2002; Hartwell, 2004; Phillips et al., 2006;
Steinmetz et al., 2002).

Muchos cientificos han intentado llegar al
conocimiento uniendo diferentes piezas como si
de un puzzle se tratara. Otros, utilizando técnicas
de metagendmica tratan de dibujar un esquema
general de los procesos celulares. Tanta es la
importancia y conocimientos que se tienen, que
actualmente se sabe mas del control del ciclo
celular gracias a las levaduras que a cualquier
otro organismo modelo (Fig. 1).

2.1 Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe.
Leland H. Hartwell y Sir Paul Nurse
Desde que a principios de los afios 40 Herschel
Roman llegase a Seattle con intencién de estudiar
la genética del maiz y el clima sombrio de la
ciudad se lo impidiera, mucho se ha avanzado
en el estudio de la levadura S. cerevisiae. A
finales de los 60 otro investigador, Leland H.
Hartwell, encumbré a S. cerevisiae dentro de
los organismos modelo. Mediante estudios de
microscopia, identificé unos 50 mutantes de ciclo
celular que fueron definidos como mutantes cdc
(“cell division cycle”). De entre ellos, el mutante
cdc28 ha adquirido una especial relevancia, ya
que mostraba alterada su salida de la fase S del
ciclo celular. Cdc28 es la subunidad catalitica de
la principal proteina quinasa dependiente de ciclo
(CDK), que coordina la mayoria de los eventos
del ciclo celular, controlando la division celular
mediante el control de la tasa y fidelidad de cada
uno de los eventos mitéticos (Hartwell et al., 1970;
Hartwell et al., 1973; Mendenhall y Hodge, 1998).
De forma casiparalelaaHartwell, otroinvestigador,
Sir Paul Nurse, comenzo con el estudio del ciclo
celular pero utilizando la levadura de fisién S.
pombe. Esta levadura, tan distinta genéticamente
de S. cerevisiae como ambas del ser humano, se
divide por fision (en lugar de por gemacion), de
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forma similar a como lo hacen las células de eucariotas superiores.
S. pombe en la naturaleza adopta un estado de vida haploide, en el
que la mayor parte de su tiempo lo pasa en fase G2, donde las células
disponen de mecanismos para comprobar si la sintesis y reparacion
del DNA ha ocurrido de forma adecuada.

Mediante el estudio de la tasa de divisidn y el contenido de DNA,
el Dr. Nurse identificd una serie de genes implicados en el control de
la divisién, los genes “wee” (pequefio en escocés). De entre ellos cabe
destacar el gen wee17*, cuya pérdida de funcion adelanta la entrada
en mitosis, por lo que estaria implicado en inhibir la mitosis hasta que
la célula alcanza un tamafio apropiado. En escrutinios posteriores se
identifico el gen cdc2*, una quinasa dependiente de ciclo homdloga
a Cdc28 de S. cerevisiae y que es capaz de bloquear el ciclo celular
tanto en su transicién G1-S como en G2-M. Una nueva busqueda, esta
vez con una genoteca de cDNA humano, permitié el aislamiento del
gen CDC2Hs (también llamado CDKT), capaz de corregir el defecto
del mutante cdc2 de S. pombe. Todos estos resultados apuntaban
hacia la idea de que las bases moleculares del ciclo celular se habian
conservado a lo largo de la evolucion (Nurse y Thuriaux, 1980; Nurse
et al., 1976; Russell y Nurse, 1987).

Por sus trabajos de ciclo celular en levaduras los Drs. Hartwell y
Nurse recibieron el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina en 2001.

Habitualmente, las levaduras se definen como hongos unicelulares
(ocasionalmente dimorficos) sin cuerpos fructiferos, los cuales se
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Figura 2.- Clasificacion filogenética de “hongos modelo”.
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de afios + el error estandar. Tomado de Hedges (2002).



propagan por gemacién (como en el caso de S.
cerevisiae) o mediante fision (como S. pombe).
Dentro de esta definicion se podrian incluir una
gran variedad de organismos, pertenecientes a
los Ascomicetos y Basidiomicetos, con origenes
filogenéticos muy heterogéneos.

La especie S. pombe fue la primera levadura
de fision descrita en 1893 por P. Lindner, y sobre
ella se fundo el género Schizosaccharomyces. La
mayoria de los sistemas taxonémicos incluyen
dentro de las levaduras de fisién a S. pombe
(capaz de generar cuatro esporas), ademas
de S. japonicus y S. octosporus (capaces de
formar ocho esporas). EI nombre taxondémico
para el género hace referencia a que se trata de
una levadura (-saccharomyces) y que se divide
por fision (Schizo-). En cuanto a la especie,
la palabra “pombe” proviene del Swahili y su
significado es cerveza. Las levaduras del género
Schizosaccharomyces se han incluido dentro del
phylum Ascomycota, uno de los mayores phylum
(con 47420 especies) de hongos verdaderos
(Hedges, 2002; Sipiczki, 2000) (Fig. 2).

Mediante el analisis de la secuencia génica,
se estima que la distancia evolutiva de las
levaduras de fisién con las plantas es de unos
1200 millones de afios, de 1000 millones de afos
con los animales y de entre 330-420 millones de
afios con la levadura de gemacion S. cerevisiae
(Sipiczki, 2000; Yanagida, 2002). Estudios
basados en la secuencia aminoacidica de unas
100 proteinas arrojan unos resultados algo
diferentes, estableciendo en unos 1580 millones
de anos la distancia con plantas, 1460 millones de
afos con animales y en torno a los 1140 millones
de afos con S. cerevisiae (mediante este tipo
de analisis, la distancia entre S. cerevisiae y
Candida albicans se estima en 840 millones de
afios) (Heckman et al., 2001; Hedges, 2002).

3.1 S. pombe, el origen de un
organismo modelo

Esta especie fue descrita por primera vez en
1893 por P. Lindner (que la aisl6 a partir de una
cerveza del Este de Africa) como una levadura
cilindrica, de extremos redondeados, que en
ocasiones presentaba tres o mas ascosporas

en su interior. En condiciones de carencia de
nutrientes adquiria un menor tamano, que la hacia
similar a la levadura de gemacion S. cerevisiae.

En la actualidad, la mayoria de las cepas y
mutantes utilizados en el laboratorio provienen de
la cepa aislada por A. Osterwalder a partir de un
vino Francés en 1924. Esta cepa fue identificada
como S. pombe var. liquefaciens, aunque
posteriormente se renombré como S. pombe
var. pombe. Fue depositada en la coleccién
de levaduras de Delft (Holanda), a partir de la
cual, en 1946 y 1947 Urs Leupold reaislo las
cepas estandar de S. pombe utilizadas en la
actualidad como tres tipos sexuales diferentes:
una cepa homotalica (o auto-fecundable) con
una elevada capacidad fértil capaz de generar
un 90% de esporas en condiciones limitantes de
nitrogeno (posteriormente denominada como h®)
y dos cepas heterotélicas de tipo sexual opuesto
(lamadas h*y h).

3.2 El genoma de S. pombe

En 2002, Wood y colaboradores completaron
la secuenciaciéon de su genoma, concluyendo
que se trataba del organismo eucariota analizado
hasta la fecha con el menor nimero de genes,
4824 (frente a los aproximadamente 5600 de
S. cerevisiae). Las 13,8 Mb de su genoma se
distribuyen en tres cromosomas: cromosoma |
(5,7 Mb), cromosoma |l (4,6 Mb) y cromosoma Il
(3,5 Mb), junto con 20 Kb de genoma mitocondrial.
La zona promotora de sus genes presenta, por
término medio, un tamafo mayor a la de S.
cerevisiae, pudiendo indicar la existencia de
regiones de control mas extensas. Ademas, el
43% de los genes contienen intrones frente al 5%
mostrado por S. cerevisiae. Este relativamente
alto numero de intrones proporcionaria a S.
pombe la oportunidad de llevar a cabo un
“splicing” o procesamiento alternativo, que
le permitiria generar distintas proteinas con
funciones diferentes y asi aumentar la variedad
de proteinas presentes en la célula.

Por otra parte, la comparacion de su genoma
consigo mismo y con el de otros eucariotas reveld
resultados interesantes. La redundancia génica
es menor a la observada para el caso de S.



cerevisiae, con tan soélo 361 genes redundantes
frente a los 716 de S. cerevisiae. En cuanto a su
comparacién con otros eucariotas, alrededor de
las dos terceras partes de las proteinas (3281)
de S. pombe presentan un gen homélogo en S.
cerevisiae y C. elegans. Otro dato a tener en
cuenta fue la identificacion de 289 genes que
codifican proteinas similares a las mutadas,
amplificadas o delecionadas en enfermedades
humanas, revelando asi el enorme potencial de
S. pombe como modelo para el estudio de las
mismas (Wood et al., 2002).

3.3 Un mundo de posibilidades

S. pombe como organismo modelo ha
contribuido de forma vital en la mejora de nuestro
conocimiento en campos tan variados como
el ciclo celular y su regulacion (Clotet y Posas,
2007; Nurse, 1996; Nurse, 2000), la formacién
de los microtubulos (Hagan y Petersen, 2000;
Sawin y Tran, 2006), la diferenciacion meibtica
(Mata et al., 2007), la morfogénesis celular y
la polaridad (Almeida y Tyers, 2009; Brunner y
Nurse, 2000b; Hayles y Nurse, 2001; Martin y
Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009;
Sawin, 2009), los mecanismos de respuesta a
estrés o respuesta a dafo en el genoma (Alao
y Sunnerhagen, 2008; Clotet y Posas, 2007). El
avance de nuestro conocimiento gracias a S.
pombe no solo se ha conseguido por su elevada
tasa de crecimiento, su estilo de vida haploide o su
genoma relativamente sencillo y pequefo. Otros
factores, como su manejabilidad en el laboratorio
o la gran cantidad de “herramientas moleculares”
de las que se disponen, han sido decisivos para
alcanzar estos conocimientos.

Desde 2006 esta disponible una coleccion de
mutantes de genes no esenciales. Ademas, en
S. pombe es posible llevar a cabo mutaciones
condicionales en aquellos genes que no
pueden ser delecionados generando mutantes
termosensibles (ts). De esta manera, se pueden
generar proteinas funcionales a temperaturas
no restrictivas (normalmente 25°C) pero que
presentan un fenotipo mutante a temperatura
restrictiva (36°C). Una vez identificada Ila
mutaciéon y su fenotipo, mediante vectores de

clonacion y genotecas se pueden determinar
proteinas capaces de complementar los fenotipos
mostrados.

Ademas, existe un conjunto de promotores
regulables para modular la expresion de los
genes y analizar sus efectos (adhf*, genera
altos niveles de expresion de forma constitutiva;
fvp1*, sensible a la fuente de carbono; nmt1*,
reprimible por tiamina y que ofrece tres versiones
diferentes con distintos niveles de expresion).
La fusidon de genes a la secuencia codificante
de la proteina fluorescente verde o sus distintas
versiones permite realizar estudios in vivo para
determinar la localizacion subcelular de proteinas
y asi poder inferir su funciéon (Matsuyama et al.,
2006; Sawin, 1999). Ademas, la utilizacion de
mutantes condicionales de ciclo celular es una
herramienta muy valiosa a la hora de conseguir
cultivos sincronicos.

Estas y otras herramientas
moleculares, como cassettes de delecién o
mutagénesis aleatoria basada en técnicas de
PCR (Bahler et al., 1998b; Krawchuk y Wahls,
1999; Matsuyama et al., 2008; Van Driessche
et al., 2005), hacen de S. pombe un organismo
modelo con “un mundo de posibilidades”, todas
ellas a nuestro alcance gracias a la multitud de
bases de datos y paginas Web que en estos
momentos se encuentran disponibles (Wixon,
2002; Wixon y Wood, 2006).

muchas

La levadura de fision presenta un ciclo de vida
sencillo, en el que las fases haploide y diploide
se alternan en funcion de una serie de factores
ambientales y de la interaccion entre células de
tipo sexual opuesto.

Durante la fase haploide, las células sufren
sucesivas rondas de division mitética, en las que
se pueden diferenciar las fases G1 (preparacion
de la maquinaria necesaria para la duplicacién del
DNA), S (duplicacion de la informacion genética),
G2 (preparacion para el inicio de la mitosis) y M
(el DNA se reparte de forma equivalente entre las
células hijas). Aunque se trata de un ciclo mitético
normal, en el caso de S. pombe presenta algunas
peculiaridades, ya que la fase G1 es muy corta,
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Figura 3.- Ciclo biolégico de la levadura de fisiéon, S. pombe. Se muestran tanto las fases haploide y diploide, como la

generacion de ascas zigoticas y azigéticas.

apenas un 10% del total del ciclo, mientras que
la fase G2 se extiende durante el 70% del ciclo
celular. La fase diploide sélo aparece cuando
dos células de tipo sexual opuesto, sometidas
a determinadas condiciones (limitantes en
nitrégeno), conjugan formando un zigoto que
rapidamente sufrird meiosis y esporulacion para
dar lugar a un asca con cuatro ascosporas en su
interior. Cuando las condiciones son favorables,
las ascosporas germinan entrando de nuevo en
la fase haploide del ciclo (Fig. 3).

4.1 Ciclo vegetativo

Las células de S. pombe presentan una
morfologia cilindrica que se mantiene a lo largo
del ciclo celular. Crecen de forma polarizada
gracias a la extension apical, mientras que
su grosor se mantiene constante a lo largo del
ciclo (en torno a 3-4 ym). Al alcanzar un tamafno
aproximado de unas 14 um, se lleva a cabo la

citoquinesis y formaciéon del septo de division,
que posteriormente sera degradado permitiendo
la separacion celular y generando dos células
hijas de igual tamario (7-8 um) (Fig. 4).

Este patron de crecimiento polarizado no
es idéntico en ambos polos de la célula, ya que
aunque ambos presentan una tasa de crecimiento
similar, uno de ellos esta activo durante G1/S
y toda la fase G2, mientras que el otro sdlo se
activa a partir de un determinado momento de la
fase G2, al cual se le ha denominado “New End
Take Off” o NETO (Mitchison y Nurse, 1985).

Tras la citoquinesis y division celular, las
células inician el crecimiento por el “polo viejo”
o0 polo preexistente en la célula madre. A este
momento en el que las células crecen por un
unico polo se le conoce con el nombre de “Old End
Take Off’ u OETO. Este periodo coincide con las
fases G1/S y principio de G2, durante el cual los
parches de actina se localizan mayoritariamente
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Figura 4.- Ciclo morfogenético y celular de S. pombe durante el crecimiento vegetativo. Una vez completada la separacién
celular, las células comienzan a crecer por el polo viejo, en el que se concentran la mayoria de los parches de actina (OETO).
Cuando las células alcanzan el tamafio adecuado, se produce la transicién al crecimiento bipolar o NETO. Durante esta fase
los parches de actina se reorganizan de manera homogénea en ambos polos. Los microtubulos se organizan como haces di-
namicos a lo largo de interfase. Todos estos acontecimientos tienen lugar durante la fase G2 del ciclo celular. Durante la fase
M, el citoesqueleto de actina forma una anillo contractil en la regién central de la célula. Ademas, los microtubulos forman el
huso mitético necesario para la segregacion cromosémica, que se desensambla al final de mitosis para formar el “Post Anafase
Array’. En las fases G1/S se completa la contraccién del anillo, ademas de la formacién y disolucion del septo de separacion.

en el polo viejo. La activacion del crecimiento
por el “polo nuevo” o polo generado durante la
division celular se produce durante G2. Para
que se lleve a cabo el NETO, es necesario que
las células hayan alcanzado un tamafio minimo
(alrededor de 9 pm) y completado la fase S.
Durante NETO se produce una reorganizacion
de los parches de actina, que a partir de este
momento se distribuyen de manera homogénea
en ambos polos. El ultimo paso del ciclo es la
mitosis y separacion celular, momento en que las
células dejan de crecer y se produce una nueva
reorganizacion del citoesqueleto de actina. Los
parches se concentran en la regién central de
la célula alrededor del anillo contractil. De forma
coordinada con la contraccion del anillo de actina
se produce la sintesis del septo de divisién, que
separara las dos células hijas. Posteriormente,
se completa el ciclo mediante la disoluciéon
controlada del septo (Fig. 4) (Chang y Peter,

2003; Hayles y Nurse, 2001; Martin y Chang,
2005; Mata y Nurse, 1998; Verde, 1998).

En conclusion, la transicion de crecimiento
monopolar a bipolar o NETO es el resultado de
la accion combinada de distintos marcadores
de polaridad, proteinas relacionadas con el
citoesqueleto de actina y la reorganizacion del
mismo. Todos estos cambios permiten a la célula
adquirir un tamafio minimo y completar la fase S
del ciclo celular, antes de comenzar el crecimiento
bipolar.

Ademas de este patrén de crecimiento,
recientemente se ha descrito que en
determinadas condiciones S. pombe puede
presentar un crecimiento invasivo en forma
de “‘micelio”. Los primeros estudios a este
respecto indicaron que la combinacién de: a)
condiciones limitantes en nitrégeno, b) una
fuente de carbono accesible, ¢) una ruta del AMP
ciclico funcional y d) una temperatura en torno



a 30 °C, favorecen la formacién de estructuras
multicelulares ramificadas (Amoah-Buahin et al.,
2005). Estudios posteriores han demostrado que
este crecimiento invasivo también tiene lugar
en medios ricos en nutrientes y bajo un amplio
rango de condiciones, siendo la presencia de una
fuente de carbono y una alta densidad de células
(aunque este ultimo requerimiento no esta muy
claro) las principales condiciones necesarias para
inducir el crecimiento micelial.

Ademas, se han identificado otra serie de
factores implicados en la formacion, adhesion e
invasion de estos micelios. Asi, concentraciones
de galactosa 1M bloquean completamente los
procesos de adhesion. Mutantes relacionados
con el citoesqueleto de actina o el uso de
Latrunculina A (droga que despolimeriza el
citoesqueleto de actina) hacen que las células
sean capaces de adherirse al medio, pero la
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invasion del mismo se encuentra bloqueada,
indicando que el citoesqueleto de actina podria
tener alguna funcion en los procesos de invasion.
Por ultimo, la delecién de genes relacionados
con los microtubulos genera células capaces de
adherirse e invadir el medio, aunque presentan
alteraciones morfoldégicas como truncamientos,
engrosamientos o filamentos retorcidos (Dodgson
et al., 2009).

4.2 Red molecular que “regula” el
ciclo vegetativo

Las células eucariotas presentan la capacidad
de crecer de forma polarizada en respuesta a dos
tipos de sefiales: a) intrinsecas, generadas por
la propia célula y b) extrinsecas, generadas por
factores externos a la célula (interacciones célula-
célula, hormonas, factores de crecimiento, etc.).
La levadura de fision S. pombe también responde
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Figura 5.- Dinamica del citoesqueleto de actina y los microtibulos durante el ciclo vegetativo de S. pombe. A. Dinamica
del citoesqueleto de microtubulos a lo largo del ciclo vegetativo. En rojo se muestra el cuerpo polar del huso, en verde los
microtubulos. B. Dinamica del citoesqueleto de actina a lo largo del ciclo vegetativo. Modificado de Hagan (1998).




a ambos tipos de estimulos. Factores extrinsecos,
como la presencia de feromonas, regulan el
crecimiento durante el ciclo sexual, mientras
que factores intrinsecos, formados por una
compleja red de interacciones entre la maquinaria
de polarizacion celular, los microtubulos y el
citoesqueleto de actina, controlan el crecimiento
durante el resto del ciclo biolégico.

Durante el ciclo vegetativo, la organizacion
de los microtubulos varia en funcion de la
progresion por las distintas etapas del ciclo
celular. Durante interfase, se organizan formando
haces que se disponen longitudinalmente a lo
largo del eje mayor de la célula (normalmente
entre tres y cuatro). Presentan dos extremos
bien diferenciados (- o negativo y + o positivo);
el extremo negativo se encuentra normalmente
orientado hacia el centro de la célula, mientras que
el positivo se orienta hacia los polos. En mitosis
desaparecen los microtubulos citoplasmaticos y
aparecen dos nuevas formas de organizacion,
los microtubulos intranucleares (coincidentes con
el huso mitético) y los microtubulos astrales (en
la cara citoplasmatica del cuerpo polar del huso,
SPB). Al final de mitosis se produce una nueva
reorganizacion de los microtubulos, formandose
una estructura transitoria denominada como
“Post-Anaphase Array” o PAA. Esta estructura se
forma durante la divisién celular coincidiendo con
la sintesis del septo de separacion (Fig. 5A).

En cuanto al citoesqueleto de actina, tres son
las formas de organizacion del mismo: cables,
parches y en forma de anillo contractil durante
la division celular. Los cables, al igual que los
microtubulos, se organizan de forma mas o
menos longitudinal a lo largo del eje mayor de
la célula, estando relacionados con la secrecién
polarizada. Los parches estan localizados de
forma mayoritaria en los polos y su funcion
principal se relaciona con la endocitosis. Estas
dos estructuras son muy dinamicas, tanto
en su generacion, ya que se polimerizan y
despolimerizan de forma continua, como en su
distribucion. En cuanto al anillo contractil, al igual
que el PAA, es una estructura transitoria que se
origina durante la division celular y que tiene una

importancia capital en el proceso de citoquinesis
(Fig. 5B).

4.2.1 Maquinaria de polarizacién
celular

Para que el crecimiento se produzca de
manera adecuada, es necesario que todos los
componentes de la maquinaria de polarizacién
celular estén presentes. Este es un proceso
que participan
numerosas proteinas estructurales, que deben
ensamblarse e interaccionar
orden preciso, y proteinas reguladoras que
coordinan los cambios con la progresion del
ciclo celular. A continuacion se hara un resumen
de los principales mecanismos implicados en
el crecimiento polarizado, siguiendo el orden
temporal de actuacion de las distintas proteinas.

altamente complejo en el

siguiendo un

a) Complejo tea1-tea4, la primera
piedra

Uno de los primeros componentes de la
magquinaria de polarizaciéon celular identificado
fue la proteina tea1 (Mata y Nurse, 1997). Esta
proteina, de 1147 aminoacidos, presenta seis
repeticiones “kelch” en su extremo N-terminal y
una serie de regiones “coiled coil’ en su extremo
C-terminal que estan implicadas en la interaccion
con otras proteinas. tea1l forma un complejo
con tea4, que presenta un dominio SH3 en su
extremo N-terminal. La interaccion entre estas
dos proteinas se lleva a cabo entre los dominios

Figura 6.- Localizacion de teal y tea4 durante el ciclo
vegetativo. A. La proteina teal es transportada hasta los
polos celulares por los microtubulos, anclada al polo positivo
de los mismos. B. tea1 y tea4 co-localizan a lo largo del ciclo
vegetativo formando un complejo. Barra de escala, 5 ym.



“coiled-coil’ de tea1 y las dos terceras partes del
extremo C-terminal de tea4 (quedando el dominio
SH3 excluido de esta interaccién) (Martin et al.,
2005). Durante el ciclo vegetativo, teal y tead
colocalizan en ambos polos celulares, actuando
como marcadores posicionales de las regiones
de crecimiento activo. Se ha demostrado que
su localizacion en estas regiones depende
de los microtubulos, ya que teal y tea4d son
transportadas hasta los polos ancladas al polo
positivo de los microtubulos (Fig. 6A). Una vez
que los microtubulos contactan con la membrana
plasmatica de los polos, teal y tea4 se anclan
a la misma mientras los microtubulos sufren
“catastrofe” y se desorganizan (Fig. 6B).

Los mutantes carentes de cualquiera de estas
dos proteinas presentan defectos morfologicos
similares, con células monopolares, curvadas
o con forma de “T” y con el plano de division
ligeramente desplazado del centro. Ademas, el
mutante doble tea1A tea4/A presenta los mismos
defectos que los mutantes simples, lo que indica
que ambas proteinas funcionan en la misma ruta
(Martin, 2009; Martin y Chang, 2005; Martin et
al., 2005). Sin embargo, existen resultados que
indican que existen diferencias entre ellas, ya
que en el mutante tea7A los microtubulos no
se desorganizan al llegar a los polos, sino que
se curvan y rodean el mismo, mientras que el
mutante fea4A no presenta ningun defecto en
los microtubulos (Behrens y Nurse, 2002; Martin
et al.,, 2005; Mata y Nurse, 1997). Ademas,
diversos autores defienden un modelo en el que
la interaccion teal-tead4 seria suficiente para
el anclaje y funcionalidad en el polo viejo (o de
crecimiento), mientras que en el polo nuevo la
interaccion tea1-tea4 seria dependiente de tea3
(Snaith et al., 2005).

La llegada y anclaje de tea1-tea4 a los polos
depende, ademas de los microtubulos, de una
serie de proteinas con funciones diferentes. En
primer lugar, el anclaje de teal-tea4 en el polo
positivo de los microtubulos depende de las
proteinas tea2, tip1 y mal3. tea2 es una quinesina
que presenta regiones “coiled coil’
extremo C-terminal (las proteinas de esta familia
interaccionan con los microtubulos a través de su

en su

dominio motor situado en el extremo N-terminal,
mientras que en el extremo C-terminal presentan
regiones de interaccion con otras proteinas).
Durante interfase, tea2 se concentra en los
polos, como puntos intensos a lo largo de los
microtubulos y en el polo positivo de los mismos.
Durante la mitosis, la cantidad de proteina en
los polos celulares disminuye. Los microtubulos
son necesarios para el transporte de tea2 hasta
el polo celular, pero no para su mantenimiento
en el mismo (Browning et al., 2000; Busch et al.,
2004). tip1, homodloga a CLIP-170, se localiza
en los polos celulares y en el polo positivo de
los microtubulos donde participa previniendo la
desorganizacién de los mismos. En ausencia de
tip1, los microtubulos sufren “catastrofe” de forma
prematura al chocar con las paredes laterales de
la célula. Como resultado, los microtubulos son
mas cortos que en una cepa silvestre, quedando
localizados en la regién préxima al nucleo
(Brunner y Nurse, 2000a; Busch y Brunner, 2004;
Busch et al., 2004). mal3, homéloga a EB1, esta
relacionada con el mantenimiento y estabilizacion
de los microtubulos mediante el control de la
tasa de despolimerizacion. El mutante mal3A
presenta microtubulos cortos y una frecuencia de
“catastrofe” dos veces superior a la del silvestre.
A diferencia de tea2 y tip1, mal3 se distribuye a lo
largo de los microtubulos, siendo especialmente
abundante en el polo positivo y en los Centros

Figura 7.- Maquinaria de polarizacién celular. Paso
1. El complejo teal-tea4 es transportado hasta los
polos celulares en un proceso dirigido por los micro-
tubulos y regulado por las proteinas tip1, tea2 y mal3.



Organizadores de Microtubulos, MTOCs (ver
seccion 4.2.3. Microtubulos). Durante mitosis,
mal3 se detecta en los microtubulos astrales, el
huso mitético y ambos SPBs (Busch y Brunner,
2004; Sandblad et al., 2006). tea1l y tea4 son
incapaces de anclarse de forma eficiente al polo
positivo de los microtubulos en los mutantes
tea2A, tip1A'y mal3A, quedando localizadas a lo
largo de los mismos.

Distintos estudios han propuesto el siguiente
modelo para el anclaje de teal y tea4 al polo
positivo de los microtubulos (Fig. 7). tip1 y mal3
son necesarios para promover el crecimiento y
mantenimiento de los microtubulos a lo largo de
la célula, evitando su desorganizacion cuando
chocan contra las paredes laterales de la célula.
Ambas proteinas se regulan a través de un sistema
de retroalimentacion, en el que la localizacion de
tip1 en el polo positivo de los microtubulos es
dependiente de mal3, y tip1 es necesario para la
asociacion de mal3 a la punta de los microtubulos
en la zona central de la célula (ensayos de co-
inmunoprecipitaciéon confirman esta interaccion).
Por otra parte, tea2 actua como una quinesina
promoviendo el transporte de tip1 hacia las zonas
de crecimiento de los microtibulos (a través de
su dominio motor). Se ha demostrado que existe
una interaccion entre tea2 y tip1, y también
entre tea2 y mal3, lo que sugiere que estas tres
proteinas actuan en una misma ruta responsable
de la organizacion de los microtubulos durante
interfase (Browning et al., 2000; Brunner y
Nurse, 2000a; Busch y Brunner, 2004; Busch et
al., 2004). tip1 también interacciona con teal a
través de sus dominios “coiled-coil’ (Feierbach et
al., 2004), permitiendo la asociacion del complejo
tea1-tea4 a los microtubulos y su transporte hasta
el extremo positivo dependiente de la quinesina
tea2 (Feierbach et al., 2004; Snaith et al., 2005).
De esta manera, el complejo tea1-tea4 es capaz
de anclarse al extremo positivo de los microtubulos
y ser transportado hasta los polos de la célula,
donde se anclara gracias a la asociacion con otra
serie de factores.

Entre las proteinas responsables del anclaje
de teal-tead al cortex celular se encuentran
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mod5 y tea3. mod5 es una proteina muy rica
en serinas, treoninas y prolinas que se localiza
unida a la membrana en los polos celulares
gracias a una secuencia de prenilacion situada
en su extremo C-terminal. Su localizacion es
parcialmente dependiente de los microtubulos
e independiente del citoesqueleto de actina.
En ausencia de mod5, las células muestran
un patron de crecimiento similar al silvestre,
aunque el 35-40% de ellas presentan defectos
en el crecimiento. Estos mutantes son defectivos
en el anclaje de teal a los polos, por lo que la
mayor parte de teal permanece retenida en
los microtubulos (Snaith y Sawin, 2003). tea3
presenta una cierta similitud con teal. En su
extremo N-terminal posee 5-6 repeticiones
“kelch”, mientras que en el extremo C-terminal se
ubican los dominios “coiled-coil’. Se localiza en
ambos polos celulares, concentrandose en mayor
media en el polo nuevo. Esta localizacion es
dependiente de los microtubulos e independiente
del citoesqueleto de actina. El mutante fea3A,
presenta un crecimiento monopolar y defecto en
NETO (Arellano et al., 2002).

Varios estudios han confirmado la interaccién
entre teal, tea3 y mod>5. La region central de
mod5 es necesaria para la interaccion con tea1

Paso
2. Una vez en los polos celulares, mal3 se desensam-
bla y los microtubulos se desorganizan en un proceso

Figura 8.- Maquinaria de polarizacion celular.

conocido como “catastrofe de los microtubulos”. El
complejo teal-tea4 (junto con tea2 y tip1) queda an-
clado en los polos gracias a las proteinas mod5 y tea3.



y tea3. La unién entre mod5 y tea1 depende de
las repeticiones “kelch” de tea1, mientras que la
unién mod>5-tea3 esta mediada por los dominios
“coiled-coil’ de tea3. La formacion del complejo
tea1-tea3 es dependiente de los dominios “coiled-
coil’ de ambas proteinas. La interaccion entre
dos de estas tres proteinas puede tener lugar en
ausencia de la tercera, aunque su localizacion y
funcionalidad quedan parcialmente alteradas.

En base a estos resultados se ha propuesto el
siguiente modelo (Fig. 8): una vez que tea1 llega
a los polos celulares asociada a los microtubulos,
interacciona con mod5 y queda anclada al cértex.
Su localizaciéon también depende de tea3, al
menos en el polo de no crecimiento (Snaith et al.,
2005). Por otra parte, tea1 estimula la localizacion
de tea3 en los polos celulares, mientras que
mod5 es responsable de su anclaje al cortex. De
esta forma, tea1 queda anclada de forma estable
a los extremos de la célula (Snaith et al., 2005;
Snaith y Sawin, 2003). Segun este modelo, tead
podria tener un papel similar al de tea3 en el polo
viejo (Martin et al., 2005; Tatebe et al., 2005). Sin
embargo, no se puede descartar la interaccion de
tead con otras proteinas, independientes de tea1,
que fueran responsables de su funcionalidad y
localizacion.

Figura 9.- Maquinaria de polarizacién celular. Paso
3. Una vez establecidos los polos de crecimiento, otras
proteinas (for3, bud6, cdc42...) son reclutadas para
formar el polarisoma. Una vez formado, éste dirige la
sintesis de los cables de actina gracias a la formina for3.
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b) Activacion del crecimiento

La localizacién del complejo teal-tead en los
polos de la célula es una condicion necesaria para
marcar los puntos de crecimiento de la célula,
pero no es suficiente para activar el crecimiento.
De hecho, una de las funciones importantes
del complejo teal-tea4 es servir de punto de
anclaje para que las proteinas implicadas en la
activacion del crecimiento se localicen en los
polos. teal y tead actian como estructura de
andamiaje para la formacién de un complejo que
ha sido denominado polarisoma, compuesto por
las proteinas for3, bud6 y cdc42, y que es el que
activa el crecimiento celular en los polos (Fig.
9). Este complejo esta implicado en multitud de
procesos, como la organizacién del citoesqueleto
de actina, la eleccién del lugar de gemacion o la
polaridad celular (Pruyne y Bretscher, 2000; Sheu
et al., 1998).

cdc42 es una proteina de la familia de las
GTPasas esencial para la viabilidad celular,
ya que regula funciones tan importantes como
la organizacion del citoesqueleto de actina o
el establecimiento del crecimiento polarizado
(Adams et al., 1990; Johnson y Pringle, 1990).
La proteina cdc42 esta conservada a lo largo de
la evolucién en eucariotas, llegando a presentar
un 75% de identidad entre levaduras y humanos
(Johnson, 1999). En S. pombe, cdc42 se
localiza en las regiones de crecimiento, el sitio
de division y en endomembranas. La pérdida
de actividad de cdc42 provoca la formacion de
células redondeadas incapaces de conjugar
(Merla y Johnson, 2000; Miller y Johnson, 1994).
Como otras GTPasas, su regulacion depende de
proteinas activadoras (los factores GEF como
ral1/scd1 o gef1) y de proteinas que estimulan
su actividad GTPasa intrinseca (los GAPs como
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). scd1 y gefl son
esenciales para la activacion de cdc42. Las
células carentes de scd1 muestran una morfologia
esférica, son incapaces de conjugar y presentan
defectos durante el proceso de endocitosis (Chang
etal., 1994; Murray y Johnson, 2001). La delecion



de gef1 conlleva un retraso en la citoquinesis y
defectos en NETO (Coll et al., 2003; Hirota et
al., 2003). Recientemente, se ha descrito que la
localizacion de cdc42 activo esta regulada por
la quinasa orb6 y que esta regulacion se lleva a
cabo a través de la localizacion de gef1 en los
polos celulares (Das et al., 2009).

La segunda proteina que forma parte del
polarisoma es bud6. Su funcién principal durante
el ciclo vegetativo es reforzar el reclutamiento
y activacion de la formina for3 en los polos de
crecimiento (Martin, 2009; Martin et al., 2007b).
Los mutantes bud6A presentan una morfologia
normal, aunque el 50% de las células son
incapaces de llevar a cabo la transicién al
crecimiento bipolar. Ademas, en combinacion
con el mutante cdc17-123 (que a temperatura
restrictiva es incapaz de realizar citoquinesis)
forma elevado porcentaje de células
ramificadas o dobladas, sugiriendo una posible
funcién como marcador de polaridad (Glynn et
al., 2001). bud6 se encuentra presente en ambos
polos durante interfase, localizandose en la
region del septo durante mitosis. Esta localizaciéon
es dependiente de teal y del citoesqueleto de
actina, e independiente de los microtubulos.

Por dltimo, la formina for3 también es
un componente del polarisoma. Como otras
forminas, for3 es necesaria para la polimerizacion
de los cables de actina que parten de los polos,
estando regulada por cdc42, pob1y bud6é (Martin
et al,, 2007b; Rincén et al., 2009). EI modo
de accién de estas 3 proteinas asi como sus
interacciones seran revisadas con detalle en
capitulos posteriores.

un

Ademas del polarisoma, otra proteina
importante cuya localizacion depende de tea1-
tead es la DYRK (Dual specificity - tYrosine
- phosphorylation  Regulated protein Kinase)
quinasa pom1, que ha sido asociada con muchos
eventos del ciclo celular en S. pombe. Inicialmente
fue relacionada con el crecimiento polarizado y
la citoquinesis (Bahler y Nurse, 2001; Bahler y
Pringle, 1998; Huang et al., 2007; La Carbona y
Le Goff, 2006); posteriormente, se comprobd su
importancia en la regulacion de la GTPasa cdc42,
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Figura 10.- pom1 actua como interlocutor entre el tamaio
y el ciclo celular en S. pombe. Tomado de Sawin (2009).

y se propuso como enlace entre la maquinaria
de polarizacion celular y la organizacion del
citoesqueletode actinaenlaszonas de crecimiento
(Tatebe et al., 2008) y mas recientemente ha sido
identificada como conexion entre el crecimiento
celular y la entrada en mitosis a través de la ruta
cdr2-cdr1-wee1-cdk1 (Almeida y Tyers, 2009;
Martin y Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et
al., 2009; Sawin, 2009). En interfase, pom1 se
localiza formando un gradiente desde los polos
hacia el centro de la célula, mientras que durante
mitosis se concentra en la regién central de la
célula (Fig. 9). Esta localizacién es dependiente
de los microtubulos y del complejo teal-tead e
independiente del citoesqueleto de actina. En
ausencia de pom1, las células son ligeramente
mas pequefias, crecen de manera monopolar
por cualquiera de los polos y son incapaces de
llevar a cabo NETO. Ademas, presentan septos
desplazados y/o desorientados (Bahler y Nurse,
2001; Bahler y Pringle, 1998). Estudios recientes
han relacionado a pom1 con rga4, un GAP
(GTPase-activating protein) de la GTPasa cdc42.
pom1 regula la fosforilaciéon y localizacion de
rga4, excluyéndola de las zonas de crecimiento
y evitando la inactivacion de cdc42 en estas
regiones. De esta manera, cdc42 se mantiene
activo en los polos de crecimiento regulando la
actividad de la formina for3 (Martin et al., 2007b;
Rincon et al., 2009; Tatebe et al., 2008). Asi, una
de las funciones de pom1 es la regulacion de la
localizacion de proteinas corticales como rga4 y
mid1, limitando su presencia a las zonas de no
crecimiento. Adicionalmente, varios estudios muy
recientes, han relacionado a pom1 con el control
del ciclo celular (Fig. 10). pom1 actia como sensor
del tamafo celular, regulando la progresion del



ciclo. En células de tamafo pequefio, los niveles
de pom1 en la region central de la célula inhiben
la actividad de la quinasa cdr2 retrasando la
entrada en mitosis. Cuando aumenta la longitud
de las células, los niveles de pom1 en la regién
central disminuyen, llegando un momento en
el cual no son capaces de inhibir a cdr2, lo que
permite la progresion del ciclo por inactivacion de
la quinasa wee1 (Almeida y Tyers, 2009; Martin
y Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009;
Sawin, 2009).

¢) mal3-moe1-for3, una alternativa al
complejo tea1-tea4

Hasta la fecha, el complejo tea1-tea4 se habia
considerado como la Unica via para promover el
crecimiento polarizado durante el ciclo vegetativo.
Estudios recientes han identificado una ruta
alternativa, independiente del complejo tea1-tea4,
y dependiente de los microtubulos, mal3, moe1
y for3 (Minc et al., 2009; Terenna et al., 2008).
Cambios morfolégicos en células de S. pombe
provocan la reorganizaciéon del citoesqueleto
y una reorientacion de la polaridad celular,
generando polos de crecimiento ectdpicos.
Estos cambios en el citoesqueleto conducen a la
alteracién de la localizacion de la maquinaria de
polaridad celular, ubicandose en lugares alejados
de los polos, donde originan nuevos puntos de
crecimiento. Esta ruta es independiente de tealy
dependiente de los microtubulos y moe1 (Minc et
al., 2009).

4.2.2 Citoesqueleto de actina

Una establecidos los polos de
crecimiento, la célula comienza a crecer gracias
al citoesqueleto de actina, que dirige la secrecion
polarizada de la nueva membrana y las enzimas
implicadas en la sintesis de la pared celular a las
regiones por las que se esta alargando.

El citoesqueleto de actina en
se organiza formando tres estructuras bien
diferenciadas: a) cables, b) parches y c) el anillo
contractil. Cada una de ellas esta relacionada
con un proceso celular diferente. Asi, los cables
son necesarios para la secrecion y el crecimiento
polarizado, los parches estan implicados en los
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procesos de endocitosis y el anillo contractil de
actomiosina es una estructura necesaria para la
citoquinesis. Existen numerosas proteinas, como
ScBni1, ScBnr1, ScBee1/Las17, Spmyo2/myo4,
Spfor3, Spcdc12, Spmyo52, Spwsp1 o el complejo
arp2/3, que participan en la formacion y regulacién
de cada una de estas estructuras en las distintas
levaduras. En la levadura de fisién, tres son las
proteinas que presentan un papel mas relevante
en la polimerizacion de la actina en las distintas
regiones. La formina for3 es la responsable de la
formacion de los cables de actina (Feierbach y
Chang, 2001), el complejo arp2/3 es el encargado
de nuclear los parches de actina (Moreau et
al., 1996; Winter et al., 1997), y la formina
cdc12 que desempena un papel fundamental
en la formacion del anillo contractil durante la
citoquinesis (Chang et al., 1997; Streiblova et al.,
1984). La regulacion de la actividad de estas tres
proteinas depende de otros factores englobados
en diferentes familias (GTPasas, proteinas de la
familia WASP, miosinas, profilinas, cofilinas...),
que se describiran en los siguientes apartados.

a) Mecanismo de accion de las
forminas

Las forminas constituyen una familia de
proteinas relacionadas con la formacion de una
amplia variedad de estructuras celulares (cables
de actina, filopodios, fibras de estrés, anillo de
actomiosina), y una amplia variedad de funciones
(citoquinesis, polaridad celular, adhesién celular
y migracién, morfogénesis o endocitosis), todas
ellas relacionadas con la polimerizacion de
filamentos de actina no ramificados. El rasgo
caracteristico de las proteinas de esta familia es la
presencia de una region de unos 400 aminoacidos
(dominio FH2) que media en el ensamblaje de la
actina. Aunque los dominios FH2 de levaduras
son bastante divergentes en secuencia respecto a
los de metazoos, su estructura y funcion parecen
estar conservadas a lo largo de la evolucion.
El analisis filogenético de estos dominios ha
permitido clasificar a las forminas en diferentes
grupos, siendo el mejor estudiado el grupo de las
forminas DRFs (“Diaphanous-Related Formins”),
donde se puede incluir a for3 (Goode y Eck, 2007;
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Martin et al., 2007b; Rincén et al., 2009).
Funcionalmente, estas proteinas pueden ser
divididas en dos mitades. En el extremo C-terminal
se encuentran los dominios responsables de
la polimerizacion de los filamentos de actina
mientras que en el extremo N-terminal contiene
el dominio regulador. La region de ensamblaje
de actina esta compuesta por el dominio FH1
(dominio de unién a profilina), el dominio FH2
(dominio de union a actina) y el dominio DAD
(“Diaphanous Autoregulatory Domain”); mientras
que la regién reguladora se compone de cuatro
dominios: el dominio de union a GTPasas (GBD),
el dominio DID (“Diaphanous Inhibitory Domain”),
un dominio de dimerizacion (DD) y una region
“coiled-coil’ (CC) (Fig. 11A).
las

La determinacion de la estructura de

forminas y de la actina ha permitido conocer
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Figura 11.- Estructura y
mecanismo de accion de
las forminas. A. Diagrama
de los diferentes dominios
presentes en las forminas
de tipo “Diaphanous-Related
Formins”. B. Estructura
cristalografica de los dimeros
FH2-FH2 necesarios para la
formacion de los filamentos
de actina. C. Modelo pro-
puesto para el mecanismo
de accion de las forminas.

Actina

los detalles del mecanismo de polimerizaciéon
del filamento de actina por las forminas (Fig.
11B y Material adicional: Video_1). La union al
“parbed end” de los filamentos de actina esta
mediada por el dominio FH2, que actuan como
dimeros. Estos dimeros tienen la capacidad
de moverse de manera oscilante, pasando de
una configuracion abierta a una configuracion
cerrada, de tal manera que mientras que una de
las dos subunidades del dimero FH2 contacta con
el “barbed end” del filamento, la otra subunidad
interacciona con una molécula de actina que va a
incorporarse al filamento. Gracias al movimiento
oscilante de las dos subunidades, se produce
la rapida incorporacién de intermediarios de
actina, en un proceso conocido como “processive
capping’. Ademas, la interaccion de las forminas
con el extremo en crecimiento lo protege de la
accion de las “capping proteins”, cuya funcion



es limitar el crecimiento de los filamentos y
facilitar el movimiento de los parches durante la
endocitosis (Kaksonen et al., 2005; Kim et al.,
2006; Moseley y Goode, 2006; Xu et al., 2004).
Otro de los dominios conservados en la gran
mayoria de las forminas es el dominio FH1, que
esta implicado en el uso de forma eficiente de las
unidades de actina asociadas a la profilina y en
el incremento de la tasa de elongacién gracias
a la interaccion FH1-profilina. Los dominios FH1
de las forminas son capaces de unir uno o varios
complejos profilina-actina, lo que aumenta la
concentracién localizada de complejos profilina-
actina en el “barbed end’ y acelera la velocidad
de polimerizacion de las forminas (Fig. 11C).

Para que las forminas sean capaces de
polimerizar los filamentos de actina, es necesario
que se produzca su activacion. En el caso de
las DRFs, la regulacion ocurre mediante un
mecanismo autoinhibitorio en el que estan
implicados el dominio DAD (extremo C-terminal)
y el dominio DID (extremo N-terminal) (Fig. 11A),
que interaccionan y mantienen a la formina en el
estado inactivo. La liberacion de la autoinhibiciéon
depende de la interaccion del dominio GDB
con las GTPasas de la familia Rho. En algunos
casos, este mecanismo de activacion por
GTPasas es insuficiente, y necesita ademas
de la participacion de la profilina y Bud6 (Li y
Higgs, 2003). En S. cerevisiae, Bud6 interacciona
de forma especifica con el dominio DAD de
la formina Bni1, aumentando su actividad 2-3
veces, aunque no tiene ningun efecto sobre Bnr1
(Moseley y Goode, 2005; Moseley et al., 2004).
La estructura, funcién y regulacién de bud6 en
S. pombe se expondra en apartados posteriores.
En todo caso, la activacion de las forminas es un
proceso transitorio, ya que la activacion por las
GTPasas de la familia Rho produce su liberacion
de la membrana y posterior auto-transporte por
los cables de actina, inactivandose durante este
proceso. Este modelo ha sido estudiado de forma
precisa en S. cerevisiae y S. pombe (Kamasaki
et al, 2005; Kovar, 2006; Martin y Chang,
2006; Wang y Vavylonis, 2008), y en capitulos
posteriores se describira con detalle.
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b) Forminas en S. pombe

En la levadura de fisién, hasta el momento
se han descrito tres forminas implicadas en tres
procesos que ocurren en momentos diferentes
del ciclo celular:

a) for3, necesaria para la formacion de los
cables de actina durante el crecimiento
vegetativo (Feierbach y Chang, 2001;
Martin et al., 2007b)
cdc12, relacionada con la formacion del
anillo contractil de actomiosina durante
citoquinesis (Chang, 1999; Chang et al.,
1997; Yonetani et al., 2008)
fus1, implicada en los procesos de
conjugacion y fusion celular durante
el ciclo sexual (Petersen et al., 1998c;
Petersen et al., 1995).

b)

c)

- Cables de actina y for3

for3 presenta los dominios caracteristicos de
las DRFs, se localiza en ambos polos y en el septo
siguiendo un patron similar al de los parches de
actinay al crecimiento celular. Es extremadamente
dinamica, tanto en la region de los polos, como
en sus movimientos hacia el interior celular,
lo que depende de la actina pero no de los
microtubulos. La delecién del gen afecta tanto
al tiempo de generacién y la morfologia celular,
como al citoesqueleto de actina, los microtubulos
o la integridad celular. El mutante for3A presenta
tiempos de generacion de unas 5 horas en medio
rico y la morfologia de las células es variada, con
fenotipos redondeados, curvados o en forma de
botella. Ademas, tras la citoquinesis no genera
dos células hijas equivalentes, siendo una de
ellas méas redondeada y con un NETO prematuro,
y la otra alargada o doblada y carente de NETO
(Feierbach y Chang, 2001). El defecto mas
caracteristico del mutante for3A es la ausencia
de cables de actina y una despolarizaciéon de los
parches de actina. Ademas, la miosina de Clase
V myo52, implicada en la secrecién polarizada, se
encuentra deslocalizada y exhibe un movimiento
aleatorio (Mulvihill et al., 2001; Win et al., 2001).
Por ultimo, los microtubulos también parecen estar
desregulados, mostrando un mayor nimero de
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Figura 12.- Modelo de activacion de la formina for3 en S.
pombe.

haces por célula, aunque su tasa de crecimiento
y estabilidad parecen normales (Feierbach y
Chang, 2001).

La proteina for3 interacciona de forma directa
con tea4 a través del extremo N-terminal de for3,
pero no existe interaccion directa con teal. Por
ello, se piensa que tea4 puede desempenar un
papel en el reclutamiento y mantenimiento de for3
en el polo nuevo para el establecimiento de la
polaridad celular (Martin et al., 2005). Resultados
adicionales apuntan a que la formacién del
complejo tea1-tea4-for3 es condicidon necesaria y
suficiente para el establecimiento de la polaridad
celular y el ensamblaje de actina en el polo nuevo
(Martin y Chang, 2005; Martin et al., 2005).

Como ya se ha comentado en apartados
anteriores, la proteina bud6 forma parte de la
maquinaria de polarizacion celular, estando
implicada en el reclutamiento y activacién de for3
en los polos (Martin et al., 2007b). La proteina
bud6 se une de forma directa al extremo C-terminal
de for3 (Feierbach et al., 2004), llevando a
cabo dos funciones: a) regular la autoinhibicion
de la formina, y b) anclar fisicamente a for3,
contribuyendo a su localizacion en los polos
celulares (Martin et al., 2007b). Por otra parte,
estudios recientes han relacionado a cdc42 y
pob1 (homdlogo de Boi1 y Boi2 de S. cerevisiae)
con la regulacion y localizacion de for3 (Martin
et al., 2007b; Rincén et al., 2009). for3 ha sido
identificada como uno de los efectores de la
GTPasa cdc42 activa, mientras que pob1 parece
ser necesario para la localizacién de for3 en los
polos y para la liberacion de su autoinhibicion
dependiente de cdc42. La activacion y localizacion
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de for3 en los polos celulares depende de la
liberacién del estado autoinhibido, estado en el
que se encuentra cuando los dominios DAD y DID
estan unidos (Fig.12). bud6 interacciona con el
dominio DAD de for3, lo que contribuye a eliminar
la autoinhibiciéon y favorece la localizacion de
for3. Ademas, la proteina cdc42 interacciona
con el dominio DID de for3, permitiendo su
correcta localizacion y completa activacion. En
este proceso, pob1 ayudaria a la activacion y
localizacion de for3 a través de cdc42 (Martin et
al., 2007b; Rincon et al., 2009).

La localizacion de for3 en los polos y su
activacion es un proceso muy dinamico, en el que
existen sucesivos ciclos de activacion e inhibiciéon
de acuerdo con el siguiente modelo (Fig. 13)
(Kamasaki et al., 2005; Kovar, 2006; Martin y
Chang, 2006; Wang y Vavylonis, 2008):

a) for3 se une de manera transitoria a
la region de los polos a través de la
maquinaria de polarizacion celular.

Alli, interacciona con cdc42, pob1 y
bud6é pasando a su estado activo,
y comenzando la polimerizacién de
pequefios filamentos de actina.

Estos filamentos se organizan en forma
de haces formando cables. Proteinas
como cdc8 o incluso for3 podrian
favorecer este modo de organizacion.
Unos segundos después, la formina
asociada al “barbed end” del flamento es

b)

d)

Polimerizacion
de actina

|4 Transporte o difusion A

1. Anclaje
transitorio
y activacién

la
formina for3 durante la formacién de los cables de
actina en S. pombe. En rojo se muestra la formina
for3, en azul se representan los distintos activadores

Figura 13.- Ciclo de activacion/inactivacion de

de la misma. Modificado de Martin y Chang (2006).



liberada del polo y desplazada hacia el
interior celular por el filamento de actina
naciente.

Finalmente, y tras la inactivacion de la
formina, ésta regresa al polo celular por
difusioén pasiva o transporte activo.

Este modelo sugiere que el flujo de cables
establece un gradiente de concentracion de for3 y
la actina, que podria ser importante para el patron
global de crecimiento en la célula.

- Anillo contractil de actomiosina y cdc12

La division celular en levaduras requiere de la
formacion de un anillo contractil de actomiosina.
El establecimiento del mismo tiene lugar durante
las primeras etapas de la mitosis, seguido de
un proceso de contraccion desde la superficie
celular hacia el centro de la célula (Marks et
al., 1986). Diferentes estudios han identificado
unas 50 proteinas implicadas en el proceso
de formacion y contraccién del anillo (Guertin
et al.,, 2002; Wu et al.,, 2003; Wu y Pollard,
2005); sin embargo, se mantienen pequefas
discrepancias en cuanto al proceso de formacion
del mismo. En este sentido, dos son las teorias
0 modelos actuales para explicar su ensamblaje:

a) El primero de ellos propone que la
acumulacion de la formina cdc12 en uno
0 varios puntos en la region central de
la célula permitiria el ensamblaje de una
estructura en forma de “asterisco”, del que
partiria un cable “guia” de filamentos de
actina, que iria alargandose hasta rodear
la regidn central de la célula y a partir del
cual se formaria el anillo contractil (Fig.
14A) (Arai y Mabuchi, 2002; Carnahan y
Gould, 2003; Chang, 1999; Chang, 2000;
Chang et al., 1997; Kamasaki et al., 2007;
Motegi et al., 2004; Yonetani et al., 2008).
El modelo alternativo defiende que la
formina cdc12 y la miosina de Clase
I myo2 (junto con otras proteinas)
se organizan en una serie de nodos
(alrededor de 50) en la regién central
de la célula. Estos nodos, mediante la
accion coordinada de cdc12 y myo2,
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se ensamblarian unos con otros dando
lugar al anillo contractil funcional (Fig.
14B) (Bahler et al., 1998a; Bezanilla et
al., 2000; Huang et al., 2008; Motegi et
al., 2004; Motegi et al., 2000; Paoletti y
Chang, 2000; Vavylonis et al., 2008; Wu
et al., 2003; Wu et al., 2006).

La formina cdc12, al igual que for3, presenta
los dominios caracteristicos de las DRFs; sin
embargo, su regulacion no se lleva a cabo
mediante autoinhibicién por interaccién de los
dominios DID y DAD (mutaciones en estos
dominios no alteran su regulacion) (Yonetani
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Figura 14.- Modelos propuestos para la formacién del
anillo de actomiosina en S. pombe. A. Modelo asterisco
y cable guia: la formina cdc12 forma una estructura en
forma de asterisco capaz de generar un cable conductor
que finalmente da lugar al anillo contractil. B. Modelo de
nodos: la formina cdc12 forma una banda de nodos a partir
de la cual se ensambla el anillo contractil (verde = par-
ches de actina; rojo = proteinas formadoras de nodos).



et al., 2008). La localizacion de cdc12 también
ha generado cierta polémica, ya que mientras
algunos la
proteina durante el proceso de citoquinesis
en la regién del anillo (Vavylonis et al., 2008;
Wu et al., 2006), otros autores observan entre
1-5 puntos durante interfase ademas del anillo
de citoquinesis (Chang, 1999; Chang, 2000;
Kamasaki et al., 2007; Yonetani et al., 2008).
Estos puntos alternan movimientos rapidos,
lineales y direccionales de polo a polo, con otros
mas lentos y cortos en la regién de los polos y
el nucleo. Ademas, en ocasiones varios de estos
pequefios puntos se fusionan para dar lugar a
uno de mayor tamano. La localizacion de cdc12
es dependiente del citoesqueleto de actina y los
microtubulos, ya que cdc12 pierde su movilidad
Unicamente cuando las células son tratadas con
Latrunculina A 'y MBC (Chang, 1999; Chang,
2000; Kamasaki et al., 2007; Yonetani et al.,
2008). Ensayos realizados en nuestro laboratorio
indican que cdc12 se comporta como uno o varios
puntos durante interfase y en forma de anillo
durante la citoquinesis.

En cualquier caso, la formina cdc12 es
necesaria para el ensamblaje de filamentos de
actina durante la citoquinesis, filamentos que,
ya sea mediante la formacion de un cable guia o
mediante la unién de distintos nodos, daran lugar
a un anillo contractil de actomiosina.

autores uUnicamente visualizan

c) El complejo arp2/3: estructura y
mecanismo de accion
Conservado a lo largo de
desde levaduras hasta mamiferos, el complejo
arp2/3 esta formado por siete subunidades: dos
proteinas relacionadas con actina, arp2 y arp3;
y otras cinco proteinas que no presentan una
gran homologia con proteinas descritas hasta
el momento, arpC1/p40/ARC40, arpC2/p35/
ARC35, arpC3/p21/ARC18, arpC4/p20/ARC19
y arpC5/p15/ARC15. La primera subunidad
identificada fue arp2 de S. cerevisiae, en base a
su similitud con la actina (Schwob y Martin, 1992).
Posteriormente, en el afio 1997 se identificaron
las otras seis subunidades que forman el
complejo arp2/3 (Winter et al., 1997). Todas las

la evolucion
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subunidades del complejo son esenciales, ya
que su ausencia produce graves defectos en
el crecimiento o letalidad, con la excepcion de
arpC3 (Winter et al., 1999b).

El complejo arp2/3 esta relacionado con la
formacioén de los parches de actina y la endocitosis
en levaduras (Moreau et al., 1997; Moreau et
al., 1996; Schwob y Martin, 1992; Winter et al.,
1997). Su funcioén esencial es la de promover la
ramificacion de los filamentos de actina a partir de
un filamento existente, lo que permite la formacién
de lasintrincadas redes de actina presentes en los
parches de levaduras, lamelopodios de amebas
0 células humanas en movimiento. EI complejo
arp2/3 se une a un filamento de actina madre y
forma un filamento hijo lateralmente. Para que
esto ocurra, son necesarios una serie de cambios
conformacionales (activacién) en la estructura
del complejo arp2/3, que estan controlados
por proteinas reguladoras denominadas NPFs
(Nucleation Promoting Factors). Todos los
NPFs conocidos presentan tres dominios bien
conservados necesarios para la activacion:

a) Eldominio V o de homologia a verprolina,
también llamado WH2, que esta formado
por una hélice a de unos 20 residuos
seguida de una lamina (3.

El dominio C o conector, que se une tanto
a la actina como al complejo arp2/3.

El dominio A o acido, necesario para la
union al complejo arp2/3.

b)

Los dominios VC presentan afinidad por la
actina, mientras los dominios CA son importantes
para la interaccion con el complejo. Asi, los
dominios VCA y el complejo arp2/3 son capaces
de incorporar la primera de las subunidades
del filamento naciente durante el proceso de
formacién de los mismos (Panchal et al., 2003;
Pollard, 2007; Welch y Mullins, 2002).

- Estructura cristalografica del complejo
arp2/3

Uno de los hitos importantes en el estudio de la
funcioén del complejo arp2/3 fue la determinacion
de su estructura cristalografica (Fig. 15), lo que
ha permitido determinar la disposicion de cada



Figura 15.- Estructura cristalografica del complejo
arp2/3. Formado por 7 subunidades, arp2, arp3, arpC1/
p40/ARCA40, arpC2/p35/ARC35, arpC3/p21/ARC18,
arpC4/p20/ARC19 'y arpC5/p15/ARC15, se encuentra
conservado a lo largo de la evolucion en eucariotas.

una de las subunidades del complejo y conocer
las posibles aportaciones a la funcion del
mismo (Gournier et al., 2001; Pollard y Beltzner,
2002; Robinson et al., 2001). Las subunidades
arpC2 y arpC4 forman el nucleo del complejo,
adquiriendo una disposicion en forma de C que
sirve como molde para el anclaje del resto de
las subunidades. Distintos experimentos en
levaduras y eucariotas superiores han asignado
un papel esencial a estas dos subunidades
(Gournier et al., 2001; Winter et al., 1999b). La
proteina arpC1 presenta un dominio WD40, que
generalmente esta relacionado con funciones
reguladoras/adaptadoras en la transduccion de
sefales, procesamiento del RNA, ensamblaje
del citoesqueleto, activacién de la transcripcion
y regulacion del ciclo celular. En este caso, le
permite interaccionar con las proteinas arp2, arp3
y arpC4, ademas de ser el principal mediador
de las interacciones entre el complejo arp2/3 y
las proteinas de la familia WASP (la pérdida de
arpC1 conlleva una disminuciéon de la afinidad
entre el complejo y los dominios VCA de unas 5
a 10 veces). Ademas, arpC1 no sdlo contribuye a
la interaccién entre el complejo y sus activadores,
sino que también es necesaria para mantener la
actividad nucleadora del complejo. Por ultimo, al
igual que algunos mutantes de la familia WASP
(Lechlery Li, 1997), la delecion de arpC1 produce
defectos en endocitosis y exocitosis (Pan et
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al.,, 2004). La subunidad arpC3 presenta una
conformacion en forma de haz con cuatro hélices
a conectadas por largas superficies en forma de
giro. Un complejo carente de arpC3 muestra una
ligera reduccion en la frecuencia de ramificacion
de la actina. Si esto se combina con la ausencia
de arp3, el complejo es incapaz de nuclear actina
incluso en presencia de sus activadores. Estos
resultados apuntan a que la proteina arpC3 podria
regular la actividad del complejo, favoreciendo el
correcto posicionamiento de otras subunidades
o la interaccion con los NPFs (Gournier et al.,
2001; Rouiller et al., 2008). La subunidad arpC5
interacciona con las subunidades arpC4, arpC1y
arp2. La asociacion con las subunidades arpC4 y
arpC1 se establece a través del extremo amino, lo
que al mismo tiempo podria reforzar la interaccion
entre estas dos subunidades y arp2, y actuar como
elemento de comunicacién entre ellas (Robinson
et al., 2001). Por otra parte, arpC5 envuelve a
arp2, por lo que podria también contribuir a su
anclaje al resto del complejo durante los distintos
cambios conformacionales (Rouiller et al., 2008).
Finalmente, arp2 y arp3 forman un dimero que
sirve como molde para la incorporacién del primer
mondmero de actina del filamento hijo (Dalhaimer
et al., 2008; Nolen y Pollard, 2008; Rouiller et al.,
2008; Winter et al., 1997).

- Cambios conformacionales del
complejo. Activacion e inactivacion

El complejo arp2/3 es la “semilla” necesaria
para la polimerizacién de un nuevo filamento
de actina en el lateral de uno preexistente. No
obstante, la actividad del complejo arp2/3 es
bastante ineficiente, por lo que necesita de
su interaccion con los NPFs, los mondmeros
de actina y un filamento madre. Gracias a la
determinacioén de la estructura cristalografica del
complejo (Robinson et al., 2001), se han podido
analizar las conformaciones que adopta en su
forma activa e inactiva, asi como los cambios que
ocurren tras la union de las distintas proteinas
reguladoras. Trabajos recientes en eucariotas
superiores han revelado la existencia de 3
conformaciones distintas, denominadas “abierta”,
“‘intermedia” y “cerrada” en base a la distancia



entre las subunidades arp2, arp3 y arpC3, que son
las que sufren mayores cambios al pasar de una
conformaciénaotra(Fig. 16A) (Rodal etal.,2005b).
La conformacién “abierta” representa el estado
inactivo del complejo, y en ella las subunidades
arp2 y arp3 se encuentran demasiado alejadas
como para formar el dimero necesario para la
incorporacion del primer mondmero de actina.
Por el contrario, la conformacién “cerrada” es la
forma activa, en la que arp2 y arp3 se aproximan
permitiendo la unidn de la actina, mientras que
la forma “intermedia” es un estado de transicién
entre las dos anteriores. Estas conformaciones
se encuentran conservadas desde levaduras a
eucariotas superiores. Ademas, en este trabajo
se obtienen tres conclusiones importantes:

a) El complejo arp2/3 se encuentra en
equilibrio entre las diferentes conforma-
ciones.

La transicion al estado activo es un paso
previo a la nucleacion de actina.

La subunidad arpC2 tiene una gran
importancia en la regulacion de la
transicion entre los estados “abierto” y
“cerrado”.

c)

Por otra parte, la transicion entre las distintas
estructuras esta regulada por la interaccion con
proteinas reguladoras. Asi, mientras el estado
“cerrado” esta relacionado con la interaccion de
arpC2 con el filamento madre y la interaccion
de arp2, arp3 y arpC1 con las proteinas de la
familia WASP, la asociacion de la coronina (crn1)
a arpC2 produce el cambio a la conformacion
“abierta” (Fig. 16B). Sin embargo, la transicién
a la conformacion activa no es suficiente para
promover la nucleacion de la actina, siendo
necesario que las proteinas de la familia WASP
proporcionen un monémero de actina al “barbed
end” del filamento naciente (Welch y Mullins,
2002), y la alteracion de la conformacion de las
subunidades arp para promover la nucleacion
(Dayel et al., 2001; Dayel y Mullins, 2004; Le
Clainche et al., 2001; Le Clainche et al., 2003).

- Interaccion filamento-complejo arp2/3.
Ramificacion
El complejo arp2/3 promueve la formacion de
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Figura 16.- Dinamica estructural del complejo arp2/3.
A. El complejo arp2/3 presenta distintas conformaciones
estructurales (abierta, intermedia, cerrada) relacionadas
con su activaciéon. Esta dinamica se encuentra conservada
desde eucariotas inferiores hasta animales. B. Modelo de
activacion-inhibicion del complejo arp2/3 en relaciéon con su
dinamica conformacional. Modificado de Rodal et al. (2005b).

filamentos de actina ramificados a partir de un
filamento previo, lo que permite formar complejas
redes de actina presentes en los parches de
levaduras, lamelopodios de amebas o células
humanas en movimiento. El complejo arp2/3
se une a un filamento preexistente o filamento
madre orientando sus subunidades arp2 y arp3
como “pointed end” del filamento naciente o
filamento hijo (Egile et al., 2005), lo que genera
un nuevo filamento con un angulo de 70° con
respecto al madre (Fig. 17A y Video_2). Para



que se produzca esta interaccion y la formacion
de un nuevo filamento son necesarios una serie
de cambios conformacionales en la estructura
del complejo (Pollard, 2007; Rouiller et al., 2008).
Las proteinas arpC1, arpC2, arpC4 y arpC5
apenas sufren cambios, mientras que arp2 y
arp3 se reorientan para formar las dos primeras
subunidades del “pointed end’ del nuevo
filamento. En esta reorientacion, arp2 se mueve
hacia arp3 formando un dimero, lo que hace
que se cierre el espacio existente entre ambas
proteinas. Adicionalmente, los subdomios 3 y 4
de ambas proteinas giran unos 15° en relacion
con los subdominios 1y 2. De esta manera, las
regiones de interaccion de arp2 con arpC1, arpC2
y arp3 cambian completamente, adaptandose
al modelo de ramificacion (Video 3). Estos
cambios permiten una extensa interaccién
entre el complejo y el filamento madre. Cinco
mondémeros del filamento, M1-M4 y M6, y todas
las subunidades del complejo participan en esta
interaccién (Fig. 17B). Los mondmeros M2 y
M4 interaccionan con todas las subunidades
del complejo excepto arp3. Un resumen de las
interacciones y funciones de cada una de las

subunidades se detalla a continuacion:
a) arpC2 y arpC4 forman un heterodimero
que provee la principal superficie de
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b)

d)

e)

Introduccion

interaccién del complejo con el filamento
madre y el sitio de anclaje de arp3. Este
heterodimero es crucial para la formacion
de las ramificaciones (Gournier et al.,
2001).

arpC3 forma un puente entre los
mondmeros M4 y M6 del filamento con
arp3, regulando la transicion “abierto-
cerrado”. Esta regulacion no es esencial,
ya que la ausencia de arpC3 no afecta
sustancialmente a la funcionalidad del
complejo (Gournier et al., 2001; Winter et
al., 1999a).

arpC5 parece contribuir a la ramificaciéon
de dos maneras. Por un lado, proporciona
un ligero contacto con el filamento
madre (subunidad M2) y por otro ayuda
al anclaje de arp2 al resto del complejo
durante los cambios conformacionales
que posicionaran a arp2 como segunda
subunidad del filamento hijo (Winter et
al., 1999a).

arpC1 apenas contribuye al anclaje con el
filamento madre, aunque tiene funciones
esenciales en la activacion del complejo
(Kelly et al., 2006; Pan et al., 2004; Rodal
et al., 2005b).

arp2 y arp3 forman un dimero que sirve

Figura 17.- Ramificacién
de los filamentos de acti-
na. A. Modelo tridimensional
de la interaccion filamento
madre-complejo arp2/3.
D1-D2: primeras subu-
nidades del filamento de
actina naciente. B. M1-M6:
subunidades del filamento
madre que interaccionan
con el complejo arp2/3, el
cédigo de colores indica la
subunidad del complejo con
la que interaccionan. Toma-
do de Rouiller et al. (2008).



como molde para la incorporacién del
primer mondémero de actina del filamento
hijo. arp3 reproduce la primera subunidad
el dimero, mientras arp2 se coloca como
segunda subunidad (Dalhaimer et al.,
2008; Nolen y Pollard, 2008; Rouiller et
al., 2008; Winter et al., 1997).

- Factores Promotores de la Nucleacion
(NPFs)

Como ya se ha comentado en apartados
anteriores, el complejo arp2/3 presenta una baja
actividad, necesitando de otra serie de proteinas
para realizar su funciéon. Un grupo de especial
importancia son los NPFs, proteinas capaces de
conectar la actina con el complejo arp2/3 para
aumentar su actividad.

En S. cerevisiae se han identificado cinco
NPFs: Las17, Myo3, Myo5, Pan1 y Abp1 (Duncan
et al., 2001; Evangelista et al., 2000; Goode et
al.,, 2001; Lechler et al., 2000; Winter et al.,
1999a). Cada NPF posee un dominio A que
facilita su interaccion con el complejo arp2/3, y
al mismo tiempo son capaces de interaccionar
con la actina (Las17 con la forma monomérica,
transfiriéndola al filamento naciente y el resto de
ellas con el filamento de la actina, favoreciendo la
interaccién entre el complejo arp2/3 y el filamento
preexistente). Mediante distintas aproximaciones,
se ha demostrado que los NPFs tienen funciones
solapantes y con diferente nivel de relevancia.
Asi, mientras Las17 es el NPF mas importante,

Pan1, Myo3 y Myo5 solo llevan a cabo funciones
auxiliares o complementarias (D’Agostino y
Goode, 2005).

Las17, también llamado Bee1, fue el primer
NPF identificado en levaduras en base a su
similitud de secuencia con las proteinas de la
familia WASP de mamiferos. En su extremo amino
presenta un dominio EVH1, que esta presente en
las proteinas Ena/VASP de mamiferos y sirve
para la interaccion con otras proteinas. La region
central de la proteina es rica en prolinas, lo que
permite su interaccion con los dominios SH3 de
otras proteinas (Tong et al., 2002). Finalmente,
el extremo C-terminal contiene el dominio VA
que interviene en la activacion del complejo
Arp2/3. Los tres dominios son necesarios para la
activacion del complejo (Fig. 18). La delecién de
LAS17 provoca graves defectos en la organizacion
de los parches, mientras que ensayos in vitro han
demostrado que tiene un papel esencial en el
ensamblaje de la actina (Lechler y Li, 1997; Li,
1997).

La mayoria de los miembros de la familia
WASP (incluidas las proteinas SCAR/WAVE y
N-WASP que no estan conservadas en levaduras)
presentan un mecanismo de regulacién por
autoinhibicién (mediado por la interaccion de los
dominios amino y carboxilo) o trans-inhibicion
(mediado por interaccién con otras proteinas)
(Bompardy Caron, 2004; Moseley y Goode, 2006).

Las17/Bee1 ‘EVH1 B|PP PP PPPPPP lmzm
1 633
Abpt  [aorHl [ PPP | SH3
1 502
Pan1 | wr [en| | 2 [en Wm!hﬁﬁj
1 BEe LY 1480
Myo3/Myo5 ‘ MOTOR H IQ [ TH1 E:] SH3 A‘
1

Figura 18.- Principales factores promotores de la nucleacion (NPF) descritos en S. cerevisiae. Mddulos presentes en
cada uno de los NPF. Las17/Bee1: EVH1 (“Ena/VASP Homology”), B (Basico), PP (PoliProlinas), WH2 (“WASP Homolo-
gy”), A (Acido). Abp1: ADFH (“ADF/cofilin homology”), A (Acido), PPP (PoliProlinas), SH3 (“Src homology 3”). Pan1: LR1
y 2 (“Long Repeat’), EH (“Eps15 Homology”), CC (“Coiled-Coil”’), WH2 (“WASP Homology”), A (Acido), PP (PoliProlinas).
Myo3/Myo5: MOTOR (Dominio Motor), 1Q (“IQ Binding”), TH1, 2 (“Tail Homology”), SH3 (“Src homology 3”), A (Acido).
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En cualquier caso, esta inhibicion esta regulada
por las GTPasas de la familia Rho. Un ejemplo
claro es la eliminacién de la inhibicion de las
proteinas N-WASP por parte de Cdc42 mediante
su interaccion directa con el dominio GBD
(GTPase-Binding Domain) de estas proteinas
(Rohatgi et al., 2000). Sin embargo, Las17 carece
de este dominio de interaccién con GTPasas, lo
cual indicaria que esta activa constantemente, y
por tanto promoviendo la activacion del complejo
Arp2/3. Esta situacion requiere de un sistema
de regulacion alternativo, y diversos trabajos
han demostrado que proteinas como Slaf,
Bbc1, Vrp1, Rvs167, Lsb1, Lsb2, Lsb3 y Lsb4
interaccionan con Las17 y podrian contribuir a su
regulacion (Evangelista et al., 2000; Lechler et al.,
2000; Li, 1997; Madania et al., 1999; Robertson et
al., 2009a; Tong et al., 2002).

Otro NPF es Pan1, que en su extremo amino
presenta dos dominios EH (de homologiaaEps15)
y dos regiones susceptibles de fosforilacion,
mientras que en el extremo carboxilo contiene una
region “coiled-coil’, un dominio VA y un pequefio
fragmento rico en prolinas (Fig. 18). Pan1 se ha
relacionado con el reclutamiento del complejo
Arp2/3 préximo al filamento madre, estimulando
la nucleacion y favoreciendo la ramificacién
(Moseley y Goode, 2006; Rodal et al., 2005a).
Ademas, interviene de manera esencial en los
procesos de endocitosis y crecimiento polarizado.

Myo3 y Myo5 son dos miosinas de Clase | que
participan en la activacion del complejo Arp2/3.
Ambas presentan una organizacién similar,
con un dominio motor en el extremo N-terminal
seguido de un domino TH1 (de unién a lipidos),
un dominio TH2 (de unién a actina), y finalmente
un dominio SH3 (de interaccion proteina-
proteina) y un dominio A de unién al complejo
Arp2/3 (Fig. 18). Los dominios TH2-SH3-A son
suficientes para la activacion del complejo in vitro
(Lee et al., 2000). Ademas de esta funcion en la
activacion del complejo Arp2/3, Myo3 y Myo5 se
han relacionado con la escisién y movilidad de los
parches durante la endocitosis (ldrissi et al., 2008;
Jonsdottir y Li, 2004). Myo3 y Myo5 forman parte
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de un gran complejo implicado en la activaciéon
del complejo Arp2/3 y la endocitosis (Evangelista
et al., 2000; Lechler et al., 2000).

Abp1 se compone de un dominio ADFH (ADF/
cofilin Homology), un dominio de union a actina,
dos dominios A, una region rica en prolinas y un
dominio SH3 en su extremo C-terminal (Fig. 18).
Sele han asignado funciones en el desensamblaje
de estructuras endociticas y el reclutamiento del
complejo Arp2/3 junto al filamento madre (con
una sutil actividad como NPF) (Goode et al.,
2001; Kaksonen et al., 2005).

Aparte de los NPFs descritos en S. cerevisiae,
se han identificado otra serie de proteinas que
también activan al complejo Arp2/3 en otros
organismos modelo. Un ejemplo de ello son los
miembros de una familia de proteinas ricas en
prolinas, denominadas verprolinas (en levaduras)
o proteinas WIP (“WASP-Interacting Protein”)
en eucariotas superiores. En levaduras, las
verprolinas coordinan la actividad de las proteinas
WASP y miosinas Clase | en el ensamblaje del
complejo arp2/3 (Sirotkin et al., 2005; Sun et
al.,, 2006). En mamiferos, existen evidencias
de que las proteinas WIP son necesarias para
el correcto funcionamiento de las proteinas
WASP (Rajmohan et al., 2006). Otras proteinas
relacionadas con este proceso son las incluidas
en la familia PCH. En la levadura de fision,
cdc15 participa en los procesos de endocitosis
y citoquinesis (Carnahan y Gould, 2003). En la
levadura de gemacion, la proteina Bzz1 forma
parte del complejo Las17-Myo3-Myo5-Vrp1 que
se concentra en los parches de actina (Soulard
et al., 2002). En mamiferos, proteinas de esta
familia activan el complejo N-WASP-WIP, que
estimula la polimerizacién de actina a través del
complejo Arp2/3 (Ho et al., 2004).

- El complejo arp2/3 a nivel celular.
Endocitosis

La participacion de los parches de actina en la
endocitosis en levaduras es uno de los procesos
celulares mejor estudiados. El modelo actual de
endocitosis propone la intervencion secuencial de



cinco médulos con diferente dinamica y funciones
(Galletta y Cooper, 2009; Kaksonen et al., 2005;
Liu et al., 2009; Tonikian et al., 2009):

1. Médulo de lipidos: formado por
fosfoinositésidos  (PIP,), recubre la
membrana endocitica y recluta a las
proteinas que van a intervenir en los
pasos sucesivos.

Modulo  de  cubierta: principal
componente es la clatrina, que se
acumula en la regién donde se va formar
la vesicula e interacciona con el PIP,
y otras proteinas adaptadoras. Estas
proteinas de la cubierta anclan y regulan
los filamentos de actina, a la vez que
confieren una curvatura a la region de la
vesicula.

3. Modulo de WASP/MYO: Esta compuesto
por las proteinas de la familia WASP
y las miosinas de Clase |. Este mddulo
de proteinas se mantiene asociado a la
membrana e inicia la polimerizacion de
la actina, permitiendo el reclutamiento de
las proteinas del moédulo de actina.
Modulo  de actina: Las proteinas
que componen este modulo son las
responsables de la polimerizacién de la
actina y de generar la fuerza necesaria
para la invaginacion de la vesicula. Sus
componentes mas destacados son la

Su

(1

actina y el complejo arp2/3.

Modulo de escision: responsable de la
escision de la vesicula, estas proteinas
llegan a los sitios de endocitosis después
de que haya empezado la polimerizacién
de la actina, participando en las etapas
finales en las que la vesicula endocitica
se separa de la membrana. Durante
estas proteinas se
mueven hacia el interior del citoplasma
acompafando a la vesicula. Este modulo
esta formado por las proteinas Rvs161 y
Rvs167 (en S. cerevisiae).

su actuacion,

El proceso de endocitosis comienza con la
acumulacion de PIP, en una region concreta
de la membrana plasmatica, a la que se unen
las proteinas de la cubierta (Fig. 19, Estado
1). Usando como anclaje estas proteinas, se
ensamblan las proteinas del complejo WASP/
MYO, dando comienzo la polimerizacion de una
pequefa red de actina que sirve de andamiaje
para otras proteinas (Estado 2). La sintesis de
la actina de los parches por parte del complejo
arp2/3, junto con la fuerza motora de las miosinas
empuja y deforma la membrana, creando
una invaginacion en la misma. Proteinas con
dominios BAR se unen a los PIP, presentes en
esta invaginacion evitando su defosforilacion
por las fosfatasas (Estado 3-4). Sin embargo, la

Clatrina, Pan1, Sla1, Sla2, Ent1, Ent2, Ent3, Lsb3, Lsb4, Lsb5, Gts1

Las17/Bee1, Vrp1, Bzz1, Scd5, Myo3, Myo5, Bbc1, Aim21

Actina, Arp2/3, Abp1, Cap1, Cap2, Sac6, Scp1, Twf1, Ark1, Prk1, Cof1, Aip1, Bsp1, Sji2
Rvs161, Rvs167

Estado1 Estado2 Estado3 Estado4 Estado5
wm= Membrana === PIP2 === Cubierta w== Actina / P“g:g'as WASP/MYO ® Fosfatasas

Figura 19.- Modelo del proceso de endocitosis en levaduras. Modificado de Liu et al. (2009).
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region mas interna de la invaginacion unicamente
contiene las proteinas de la cubierta, que no son
capaces de proteger a los PIP, de las fosfatasas,
lo que hace que se creen una serie de tensiones
que deforman esta regién. Las tensiones
generadas por la curvatura de la membrana
junto con la hidrolisis de PIP, por parte de las
fosfatasas crean un sistema de retroalimentacion
positiva que facilita la escisién de la vesicula por
la accién de las proteinas Rvs161 y Rvs167 y las
miosinas de Clase | (Estado 4-5). Tras la escision
de la vesicula, todos los PIP, son hidrolizados
promoviendo el desensamblaje de la maquinaria
de endocitosis.

Recientemente se ha descrito la posible
participacion de un nuevo modulo de proteinas
que seria responsable de agrupar y coordinar las
actividades del resto de los mdédulos durante la
endocitosis (Tonikian et al., 2009). Este mddulo
se compone, al menos, de las proteinas Lsb3 y
Lsb4 (en S. cerevisiae), y estarian especialmente
relacionadas con las proteinas de la cubierta,
WASP/MYO y el médulo de actina. Lsb4 junto
con Las17/Bee1 promueve la polimerizacion de
actina in vitro. Ademas, la delecion de Lsb4 junto
con Lsb3 limita la movilidad de las vesiculas de
endocitosis hacia el interior celular apoyando la
hipotesis de que Lsb4 podria estar implicado en la
polimerizacion de actina durante estos procesos
(Robertson et al., 2009a).

d) El complejo arp2/3 y la endocitosis
en S. pombe

Al igual que en otros organismos, en S.
pombe el complejo arp2/3 es responsable de
la nucleacién de los filamentos de actina que
componen los parches. Sin embargo, se han
observado diferencias en su dinamica entre
la levadura de gemacion y la levadura de
fision (Sirotkin et al., 2005). A pesar de que la
secuencia de ensamblaje de las proteinas WASP
y las miosinas de Clase | es similar en ambas
levaduras, el tiempo de vida de los parches
de Las17 en S. cerevisiae (40 s) (Kaksonen et
al., 2003) es significativamente mayor al de los
parches de wsp1 en S. pombe (10-17 s). Por
otra parte, en S. cerevisiae el movimiento de los
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parches de actina tiene dos fases, una primera
en la que los parches se desplazan lentamente
(25 nm/s) una distancia corta (200 nm), seguida
de una segunda fase de movimiento rapido y
mayores distancias (Kaksonen et al., 2003). Por
el contrario, en S. pombe el movimiento es de
unos 800 nm y la velocidad media de 90 nm/s.
Una tercera diferencia radica en la dependencia
de los activadores, ya que mientras en S.
cerevisiae la delecién de la verprolina produce
la despolimerizacién de los parches y defectos
en endocitosis, el mutante vrp71A de S. pombe
mantiene los parches bien polarizados y no
presenta defectos aparentes a 25°C (Donnelly
et al., 1993; Sirotkin et al., 2005; Vaduva et al.,
1997).

El tiempo medio de vida de las miosinas
de Clase | en los parches es similar en ambas
levaduras (10-20 s), pero presentan diferencias
en cuanto a sus funciones. En ambas levaduras
las miosinas de Clase | son necesarias para la
activacion del complejo, pero mientras que en S.
cerevisiae también intervienen en la endocitosis
promoviendo la escisién de las vesiculas y el
movimiento de los parches, en el mutante myo71A
de S. pombe los “lipid-rafts” estan deslocalizados
pero no existen defectos en endocitosis (Jonsdottir
y Li, 2004; Takeda y Chang, 2005). Sin embargo,
trabajos recientes indican que la deslocalizacién
de los “lipid-rafts” y de myo1 producen defectos
en la polarizacion de la actina y el bloqueo de la
endocitosis (Attanapola et al., 2009; Codlin et al.,
2008).

Otra diferencia observada entre ambas
levaduras es la funcién de los homélogos de
la anfifisina, Rvs161 y Rvs167 en S. cerevisiae
y hob3 y hob1 en S. pombe. La delecién de los
genes RVS en S. cerevisiae provoca defectos
en la organizacion de la actina y la endocitosis,
mientras que hob1 parece no ser tan importante
durante la endocitosis (Crouzet et al., 1991;
Lombardi y Riezman, 2001; Munn et al., 1995;
Routhier et al., 2003). La funcién de hob1 en S.
pombe esta relacionada con el crecimiento celular
y la polaridad, mientras que hob3 interviene en la
regulacion de la citoquinesis a través de cdc42
(Coll et al., 2007; Huang et al., 2005).
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Figura 20.- Interacciéon entre las forminas y la profilina
en el procesos de elongacion de los cables de actina.
Los dimeros FH2-FH2 de las forminas se mantienen en un
equilibrio entre un estado cerrado o inactivo y un estado
abierto o activo. Durante el estado abierto, la actina puede
incorporarse al filamento de manera directa (2) o mediante su
union a la profilina asociada a los dominios FH1 de la formina
(1). ElI complejo profilina-actina puede unirse directamente
a los filamentos de actina (3), aunque la mayor eficiencia
en la incorporacion de mondmeros de actina se consigue
mediante la unién del complejo profilina-actina al dominio
FH1 de la formina (5 y 4). Esta union favorece el estado
abierto del dimero FH2-FH2, la orientacion apropiada de los
monomeros de actina para su incorporacion al filamento y
un aumento de la concentracion de monomeros de actina
en la region del “barbed end’. En el estado cerrado la incor-
poraciéon de monomeros se encuentra bloqueada (2, 3 y 4).

e) Otras proteinas relacionadas con la
actina

Aparte de las forminas y el complejo arp2/3,
existe otro conjunto de proteinas que van a
regular y modular los procesos de polimerizacion
y despolimerizacion de la actina, que se resumen
brevemente a continuacion.

La primera de ellas es la profilina (cdc3 en
S. pombe), que presenta dos regiones bien
diferenciadas: una regién de unién a monémeros
de actina y otra de unidon a motivos ricos en
prolinas (por ejemplo, dominios FH1). La profilina
unida a un mondémero de actina se considera el
principal sustrato disponible en la célula para el
ensamblaje de la actina. La profilina bloquea la
adicion de mondmeros de actina en el “pointed
end’ de los filamentos pero permite, e incluso
estimula, la adicion de mondmeros de actina
en el “barbed end” (Fig. 20) (Kovar et al., 2006;
2003).
que contribuyen a este incremento en la tasa de
polimerizacion:
a) El anclaje del dimero profilina-actina al
domino FH1 de las forminas incrementa

Kovar et al., Dos son los mecanismos
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la probabilidad de que la actina contacte
con el “barbed end” en la orientacion
adecuada para su union.

El dimero profilina-actina puede influir en
el equilibrio abierto-cerrado del dominio
FH2 de las forminas. El ejemplo mas
claro es cdc12 de S. pombe, que soélo
puede incorporar nuevas subunidades
de actina al filamento en presencia de
profilina. Por otra parte, un aumento de
la concentracién del dimero profilina-
actina debido a regiones ricas en prolina
mas largas en los dominios FH1 podria
favorecer la transicion abierto-cerrado
de los dominios FH2 de las forminas.
No obstante, no se ha podido establecer
una relacién directa entre el tamafio de
las regiones ricas en prolinas y la tasa de
elongacion.

b)

Relacionadas con la profilina se encuentran
las tropomiosinas, que tienen como funcion
estabilizar los filamentos de actina en los cables y
en el anillo contractil, al tiempo que antagonizan
con la cofilina en sus funciones (Nakano y
Mabuchi, 2006b). En S. pombe, la tropomiosina
cdc8 ademas inhibe al complejo arp2/3,
impidiendo la formacion de filamentos ramificados
(Blanchoin et al., 2001; Mahaffy y Pollard, 2006).
El modelo de interconexion entre la formina
cdc12, la profilina cdc3 y la tropomiosina cdc8 se
detalla a continuacién (Fig. 21):

a) La formina cdc12 es responsable del

ensamblaje de los filamentos de actina
y permanece asociada al “barbed end’

%

Tropomiosina

Formina (cdc8)

(cdc12)

1
o '

Profilina-actina
(cdc3)

Miosina-Il
(myo2, myp2)

Figura 21.- Modelo de interaccion entre cdc12, cdc3
y cdc8 en S. pombe. Modificado de Skau et al. (2009).



elongandolo (Kovar et al., 2006; Kovar et
al., 2003; Yonetani et al., 2008).

cdc8 se une preferentemente a los
filamentos nuevos y ejerce una funcién
protectora, impidiendo su disociacién en
monomeros. Ademas, la presencia de
cdc8 hace que cdc3 afiada mondmeros
de actina unas 15 veces mas rapido.
Por otra parte, cdc8 permite a cdc12
ensamblar unos filamentos con otros,
aunque no esta claro si esto implica
el desensamblaje de cdc12. Aquellas
de cdc12 que quedan
atrapadas entre dos filamentos serian
incapaces de afiadir nuevos mondémeros
de actina (Skau et al., 2009).

Finalmente, cdc8 protege el filamento
de la accion despolimerizadora de la
cofilina adf1 y regula la asociacion de los
filamentos con las miosinas de Clase I
en el anillo (Nakano y Mabuchi, 2006b;
Skoumpla et al., 2007).

moléculas

Otra proteina que interacciona con la actina
es la cofilina (adf1 en S. pombe), cuya funcién
principal es la despolimerizacion de los filamentos
yreciclaje de los monémeros de actina (Chen etal.,
2000; Lappalainen y Drubin, 1997). La distribucién
de los mondémeros de actina en los filamentos no
es homogénea, ya que aquellos que estan unidos
a ATP se asocian principalmente al “barbed end”
del filamento, mientras que los que contienen
ADP se localizan en el “pointed end’. La cofilina

ADP+Pi

ADP A Cofilina

Figura 22.- Mecanismo de accion de la cofilina en
el reciclaje de la actina. La cofilina esta implicada en
el reciclaje de la actina, siendo capaz de desensamblar
aquellos filamentos en los que los mondémeros de actina
se encuentran asociados a ADP. En este proceso, la
cofilina actua de forma coordinada con cdc3, cdc8 y crn1.
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se une preferentemente a la regiéon del filamento
en la que la actina esta asociada al ADP (Fig. 22)
(Chan et al., 2009; Nakano y Mabuchi, 2006b).
En S. pombe, adf1 parece que funciona de forma
cooperativa con cdc3 durante la citoquinesis. En
las fases iniciales, adf1 desensambla los parches
de actina de los polos celulares, permitiendo que
los mondémeros sean captados por cdc3 para su
reutilizacion en el ensamblaje del anillo de actina.
adf1 también se necesita para el ensamblaje del
anillo contractil, aunque su funcién no esta clara.
Por otra parte, adf1 también esta relacionada con
la tropomiosina cdc8, ya que un balance entre
la actividad de estas dos proteinas es esencial
para el mantenimiento de la estructura del anillo
(Nakano y Mabuchi, 2006b). Finalmente, adf1
compite con el complejo arp2/3 por los filamentos
de actina, reduciendo su afinidad por los
filamentos y la estabilidad de las ramificaciones
(Chan et al., 2009).

La coronina es otra proteina relacionada con
el reciclaje de la actina, estando ampliamente
conservada a lo largo de la evolucion. La coronina
contiene tres dominios claramente diferenciados:
un dominio de unién a actina en el extremo
N-terminal, una regién central que varia en
longitud, y una region “coiled-coil’” en su extremo
C-terminal. Este factor regula el citoesqueleto de
actina de dos formas. Por un lado, actia como
inhibidor del complejo arp2/3 favoreciendo su
conformacion abierta o inactiva (Fig. 16B) (Rodal
et al., 2005b). Por otro lado, la coronina bloquea

() ATPIADP+Pi-actina
©  ADP-actina

@@ coronina

> Cofilina

Complejo arp2/3

Figura 23.- Mecanismo de accion de la coronina en el
reciclaje de la actina. La coronina interviene en la organi-
zacion de la actina a dos niveles: por un lado, promueve la
transicion al estado abierto o inactivo del complejo arp2/3
haciendo las ramificaciones inestables y por otro lado,
coopera con la cofilina (adf1) en el desensamblaje de los
filamentos de actina cuando ésta se encuentra unida a ADP.



la accién de la cofilina en la zona donde la actina
esta unida a ATP, aunque tiene el efecto contrario
cuando la actina esta unida a ADP, cooperando
con ella (Fig. 23) (Gandhi et al., 2009).

4.2.3 Microtubulos

Los microtubulos son polimeros de forma
cilindricapresentesentodaslascélulas eucariotas,
formados por la asociacién no covalente de
mondémeros de tubulina (a y B-tubulina). Los
microtubulos son estructuras polares con dos
extremos bien definidos, el polo +, dinamico y
relacionado con el transporte de factores de
polaridad, y el polo -, estatico y normalmente
asociado a la membrana nuclear (Hagan, 1998;
Piel y Tran, 2009; Sawin y Tran, 2006). Durante
el crecimiento vegetativo en S. pombe, los
microtubulos se organizan de diversas formas y
desde distintos lugares en la célula, a los cuales
se les ha denominado Centros Organizadores
de Microtubulos o MTOCs. Durante interfase,
los microtubulos citoplasmaticos se organizan
desde el SPB, la membrana nuclear, los propios
microtubulos o el citoplasma. Al conjunto de
estos MTOCs que funcionan durante interfase
se les conoce como IMTOCs. En mitosis, los
microtubulos citoplasmaticos se desensamblan y
se forman los microtubulos intranucleares (cuya
localizacién coincide con el huso mitético) y los
microtubulos astrales, ambos desde el SPB. En
las ultimas etapas de la mitosis desaparecen los
microtubulos intranucleares y astrales y se forma

Figura 24.- Organizacién de los microtubulos durante
el ciclo vegetativo de S. pombe. Los microtubulos
en S. pombe presentan un gran dinamismo, formando
diferentes estructuras a lo largo de su ciclo de vida
(azul = nucleo; verde = microtubulos; rojo = MTOCs).
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una nueva estructura en la region del septo de
division, el “Post-Anaphase Array’” o PAA. Al
concluir la mitosis, esta estructura se desorganiza
y se forman de nuevo los microtubulos
citoplasmaticos (Fig. 24).

En interfase, la célula contiene entre 3-5
haces de microtubulos que desempefan
funciones relacionadas con el posicionamiento
del nucleo, el crecimiento y la morfologia celular
(Daga y Chang, 2005; Daga y Nurse, 2008). Los
microtubulos astrales han sido relacionados con
el alineamiento del huso mitético con respecto al
eje celular, pero no con su elongacion (Sawin et
al., 2004; Tolic-Norrelykke et al., 2004; Venkatram
et al., 2004). El PAA lleva a cabo sus funciones
durante la citoquinesis, estabilizando el anillo de
actomiosina y manteniendo alejados a los nucleos
de las células hijas de la zona de division (Hagan
y Hyams, 1988; Pardo y Nurse, 2003).

a) El complejo de la y-tubulina

La polimerizacion de los microtubulos in vivo
requiere del complejo de la y-tubulina, un complejo
de unos 2MDa de tamafio formado por distintas
proteinas entre las que se incluye la y-tubulina.
Este complejo funciona como molde para el
ensamblaje de los microtubulos, disminuyendo el
umbral de mondémeros de tubulina necesarios para
que se produzca la polimerizacion (Gunawardane
et al., 2000; Oakley, 2000; Oegema et al., 1999).
En eucariotas superiores se han identificado
dos versiones de este complejo, una pequefa
(y-TuSC) que contiene dos copias de la y-tubulina
y una copia de las proteinas GCP2 y GCP3, y una
version grande (y-TuRC) que contiene multiples
copias de la y-tubulina, GCP2 y GCP3, y una copia
de las proteinas GCP4, GCP5 y GCP®6. In vitro el
complejo y-TURC es mucho mas eficiente que el
y-TuSC (Fava et al., 1999; Oegema et al., 1999).
En S. pombe, existen homélogos de todas las
subunidades descritas en eucariotas superiores
(y-tubulina = gtb1/tug1; GCP2 = alp4; GCP3 =
alp6; GCP4 = gfh1 y GCP6 = apl16) (Fujita et
al., 2002; Horio et al., 1991; Stearns et al., 1991;
Vardy y Toda, 2000; Venkatram et al., 2004).
Ademas, se han identificado al menos otras dos



Figura 25.- Diagrama del complejo de la y-tubulina.
En S. pombe estd formado por 6 subunidades: gtb1/
tug1, alp4 y alp6 que son esenciales y forman el nu-
cleo del complejo, y gfh1, alp16 y mod21 que no son
esenciales y estan fuera del nucleo del complejo.

proteinas (mod21 y mod22) que forman parte del
complejo o bien promueven su funcionamiento
(Anders et al., 2006). gtb1, alp4 y alp6 son
proteinas esenciales que forman el nucleo del
complejo de la y-tubulina en S. pombe, mientras
que gfh1, alp16 y mod21 no son esenciales y no
forman parte del nucleo (Fig. 25). mod22 podria
promover el funcionamiento del complejo de la
y-tubulina (Anders et al., 2006).

Al igual que en eucariotas superiores, en S.
pombe también se han identificado dos posibles
versiones del complejo de la y-tubulina. La versiéon
pequefia, compuesta por las proteinas gtb1,
alp4 y alp6, es mas abundante y relativamente
inactiva, mientras que la version grande, que esta
formada por la version pequefia mas alp16, gfh1
y mod21, es mas escasa y eficiente (Anders et
al., 2006).

b) mto1 y mto2

Ambas proteinas juegan un papel
fundamental en la formacion de los microtibulos
desde los IMTOCs. No son necesarias para el
ensamblaje del huso mitético, pero la delecién
de cualquiera de ellas causa severos defectos en
la organizacion de los microtubulos (Samejima
et al., 2005; Samejima et al., 2008; Sawin et
al., 2004; Venkatram et al., 2005; Venkatram et
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vy-TuC

mto1 mto2

Figura 26.- Este

Complejo
complejo es necesario para el correcto funcionamiento

mto1-mto2-y-tubulina.

de los MTOCs durante interfase. mto2 actia como
nexo de unidon entre mto1 y el complejo de la y-tubulina.

al.,, 2004). Ambas proteinas colocalizan y co-
inmunoprecipitan con el complejo de la y-tubulina.
Diversas evidencias apuntan a que mto1 y mto2
forman un complejo que recluta al complejo de
la y-tubulina en los MTOCs, estimulando la
formacion de los microtubulos (Fig. 26). mto2
actua como puente entre mto1 y el complejo de
la y-tubulina (Samejima et al., 2005; Samejima et
al., 2008; Sawin et al., 2004).

c) Los microtubulos y su funcién
celular

Dos son los procesos celulares en los que
participan los microtubulos, el control de la
posicion del nucleo y la regulacién de la morfologia
celular a través de la localizacion de los factores
de polaridad (Piel y Tran, 2009).

Para
interfase, la célula utiliza las fuerzas generadas
por
polos celulares. A favor de este modelo esta la
arquitectura antiparalela de los microtubulos, su
dinamica y la geometria celular. Los microtubulos
se organizan en forma de haces antiparalelos
a ambos lados del nucleo, lo que hace que las
fuerzas aplicadas desde ambos lados de la
célula sean similares, manteniendo el nucleo
en el centro. Por otra parte, la regulacion de la

la localizacion del nucleo durante

los microtubulos al chocar contra los



dinamica de los microtubulos asegura que las
fuerzas generadas sean las adecuadas, ya que al
chocar con los polos se despolimerizan evitando
que se aplique una fuerza excesiva sobre el
nucleo. Finalmente, la geometria celular influye
favorablemente en el posicionamiento del ndcleo.

En cuanto a la morfologia celular, el
citoesqueleto de actina es el responsable de
dirigir el crecimiento celular, mientras que los
microtibulos son necesarios para determinar
los puntos en los que se tiene que producir este
crecimiento. Para ello ha de existir un equilibrio
entre la tasa de liberacion y dispersién de los
factores de polaridad en la region de los polos
celulares. Una vez iniciado el crecimiento, el
citoesqueleto de actina es capaz de mantenerlo

de forma independiente a los microtibulos.

Asi, los microtubulos forman parte de un
sistema de retroalimentacion global que controla
la morfologia celular, mientras el citoesqueleto
de actina forma parte de un sistema de
retroalimentacion local que controla el crecimiento
celular en los polos.

A

( @) )C @) ) Células de tipo sexual opuesto

Intercambio de feromonas

Fusion nuclear

Profase meiotica

Meiosis |

Meiosis Il

Formacion de las esporas

B
t

§
i

4.3 Ciclo sexual

En S. pombe, la entrada en el ciclo sexual
ocurre cuando dos células haploides de tipo
opuesto (h* y h’) se encuentran vy
conjugan dando lugar a un zigoto diploide (Fig.
27A). Este proceso se activa por el intercambio
reciproco, de hormonas
sexuales (factor-P y factor-M, respectivamente).
Tras la formacion del zigoto, la célula diploide
sufre meiosis y esporulacion, generando cuatro
ascosporas haploides (Davey, 1998; Egel, 2000).
La regidon que contiene la informacion que
determina el tipo celular en S. pombe esta
constituida por tres componentes, situados en los
loci mat1, mat2 y mat3. El locus mat1 determina
el tipo sexual en funcién del alelo que presente,
P en las células h* o M en las células h-. Este
locus contiene los genes mat1-Pc* y mat1-Pi* en
las células h* o los genes mat1-Mc*y mat1-Mi* en
las células h~. mat1-Pc y mat1-Mc son necesarias
para la expresion de sus feromonas y receptores.
En los locus mat2 y mat3, la informacion de los
alelos My P esta almacenada pero no se expresa.

sexual
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Figura 27.- Ciclo morfogenético y celular de S. pombe durante la diferenciacion sexual. A. Durante el ci-
clo sexual S. pombe presenta varias etapas entre las que cabe destacar: la conjugacion y fusion de células de tipo
sexual opuesto, la cariogamia o fusién nuclear, meiosis y esporogénesis. B. Cascada transcripcional del ciclo sexual.
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Esta informacion puede ser transferida al locus
mat1 durante los cambios de tipo sexual (en
células homotalicas h*® estos cambios suceden,
aproximadamente, cada tres ciclos de division)
(Kelly et al., 1988).

La entrada en el ciclo sexual viene precedida
de un estrés nutricional, provocado por la
ausencia de nitrogeno en el medio, y que esta
controlada por los niveles citoplasmaticos de
AMPc (AMP ciclico). La unién de las feromonas
a sus receptores (mamz2, receptor del factor-P; y
map3, receptor del factor-M) desencadena una
serie de cambios morfolégicos (Imai y Yamamoto,
1994). Las células comienzan a crecer de
forma polarizada hacia las feromonas de tipo
sexual opuesto, generando unas proyecciones
caracteristicas denominadas “shmoos”, que
se aglutinan facilitando la fusién celular (Fig.
27A). La fusion entre las células de tipo sexual
contrario es completamente dependiente de la
proteina fus1, ya que en su ausencia las células
se aglutinan pero no se fusionan (Petersen et
al., 1995). Inmediatamente después de la fusion
citoplasmatica tiene lugar la cariogamia o fusiéon
nuclear, que sucede en el cuello de conjugacion y
cuyo primer paso es la unién de los SPBs. Una vez
formado el zigoto, entra en meiosis. La sintesis
premeiotica de DNA duplica el contenido de DNA
del zigoto, el nucleo adopta una forma en cola
de caballo y comienza a moverse de un extremo
a otro (este movimiento, regulado por el SPB y
mediado por los microtubulos citoplamaticos, es
necesario para facilitar el alineamiento de los
cromosomas Y la recombinacion). Dos divisiones
meioticas consecutivas generan cuatro nucleos
haploides que son encapsulados para dar lugar
a las ascosporas. Finalmente, la disolucion
controlada del asca y germinacion de las esporas
cierra el ciclo sexual (Davey, 1998; Shimoda,
2004).

4.4 Programa transcripcional del
ciclo sexual

Durante el ciclo sexual tienen lugar una
gran cantidad de eventos moleculares, fisicos,
bioquimicosy celulares. Unaperfecta coordinacion

entre todos ellos es esencial para los procesos de
conjugacion, cariogamia, meiosis, esporulaciéon
y dehiscencia. En este proceso, la expresion de
al menos 2000 genes aumenta mientras que la
de unos 700 disminuye, lo que supone que mas
del 50% de los genes sufren algun cambio en su
regulacion durante este proceso. Los genes que
se inducen se han clasificado en cuatro grupos,
basandose en su patron temporal de induccion
durante la diferenciacion sexual (Mata et al.,
2002):

1. Genes de respuesta a cambios
nutricionales (regulados por limitacion de
nutrientes o feromonas).

2. Genes tempranos (se inducen durante la
fase S premeiodtica y recombinacion).

3. Genes medios (se inducen durante la
division meidtica).

4. Genes tardios (se inducen durante los
procesos de formacion de la espora y la
dehiscencia).

Dentro del grupo de genes de respuesta
a cambios nutricionales se han creado tres
subgrupos: transitorios, continuos y retardados.
La mayoria de los genes necesarios para la
sefalizacion hormonal y el control de entrada
en meiosis pertenecen al subgrupo de genes
retardados. Aqui se incluyen genes responsables
del tipo sexual (mat1-Pc*, mat1-Pi*, mat1-Mc* y
mat1-Mi*), genes que codifican las feromonas y
sus receptores (map2*, mfm1*, mfm2* y mfm3*,
mam2*y map3*), factores transcripcionales como
ste11*, reguladores meioticos como mei2* o pat1*
o el gen fus1*, responsable de la fusion celular
durante la conjugacion. El grupo de genes de
expresion temprana, cuya induccion ocurre antes
de la divisién meidtica, incluye genes implicados
en la sintesis de DNA y recombinacién. El pico
de expresion de los genes medios coincide con
la division meidtica, y en él se incluyen genes
relacionados con la regulacion y progresion del
ciclo celular, quinesinas, componentes del SPB y
quinasas. Los genes tardios se inducen después
de la division meidtica y se mantienen con un
nivel de expresion elevado hasta el fin de la
esporulacion y la dehiscencia de las esporas.



El hecho de que en el proceso de diferencia-
cién sexual en S. pombe mas del 50% de su
genoma cambie su expresion pone de manifiesto
la necesidad de un sistema de control con
capacidad de retroalimentarse y autorregularse.

4.5 Regulacion transcripcional en
cascadas

Durante el proceso de diferenciacion sexual
muchos factores de transcripcién aumentan su
expresion. Algunos de ellos son esenciales en los
procesos de meiosis y formacion de las esporas.
Estudios recientes han demostrado la importancia
de un control integral de la transcripcion,
apuntando que la progresion a lo largo del ciclo
sexual se consigue gracias a varias oleadas de
transcripcion reguladas de forma intrinseca (Mata
et al., 2007).

4.5.1 ste11, control de la respuesta a
cambios nutricionales

Condiciones limitantes en  nutrientes,
basicamente nitrégeno, inducen la expresion del
gen ste11*, que codifica un factor de transcripciéon
esencial para la diferenciacion sexual. ste11
induce cambios fisiolégicos y morfolégicos que
culminan en el inicio del ciclo sexual. Este factor
de transcripcion activa la expresion de genes en
ambos tipos sexuales, aunque también activa
genes especificos en cada tipo (Fig. 27B). Un
ejemplo de esto es la activacion de los genes
mat1-Mc* y mat1-Pc*. En células M, mat1-Mc
y ste11 interaccionan fisicamente y se unen
directamente a los promotores de los genes
especificos de células M. En células P, la unién
de mat1-Pc a map1 (factor de transcripcion de
la familia MADS-box) activa la transcripcion de
genes especificos de células P. De esta manera
se induce la expresién de una serie de genes
entre los que se encuentran los que codifican
las feromonas y receptores de cada tipo sexual
(Mata y Bahler, 2006).

4.5.2 rep1 regula la expresion de los
genes tempranos
El factor de transcripcion rep1 esta implicado
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en la regulacion de los genes tempranos cuyos
productos son necesarios durante la fase S y
la recombinacién meiética (Fig. 27B). Durante
las primeras etapas de la diferenciacion sexual,
los genes que codifican para muchos factores
de transcripcién pertenecientes al ciclo mitético
también se inducen (cdc10*, res2*, rep2*), lo
que podria indicar que colaboran con rep1 en
la regulacion de los primeros momentos de la
meiosis (Mata et al., 2007).

4.5.3 mei4, el epicentro de la cascada

La proteina mei4 es esencial para la
progresion por meiosis | y tiene un papel capital
en la regulacion de la expresion de los genes
medios (Abe y Shimoda, 2000; Horie et al., 1998),
aunque no se puede descartar que otros factores
de transcripcion también estén colaborando en la
regulacion. La delecion del gen mei4* no afecta
a la expresion de los genes tempranos, pero
la de la mayoria de los genes medios y tardios
se ve disminuida al menos dos veces. Distintos
estudios han demostrado un control directo de
mei4 sobre los genes medios, aunque su efecto
sobre los genes tardios seria el resultado de la
activacion de los factores de transcripcién que los
controlan directamente (Fig. 27B).

4.5.4 Control de los genes tardios

Varios son los factores de transcripcion
implicados en la regulacion de los genes tardios.
Entre ellos se encuentran atf21 y atf31, cuya
delecion afecta al 55% de los genes tardios (Mata
et al., 2002). Trabajos recientes sugieren que
atf21 y atf31 forman un heterodimero que coopera
en el control de la expresion de los genes tardios.
Ademas, otros tres factores de transcripcion
pertenecientes a la familia bZIP estan presentes
en el genoma de S. pombe, lo que plantea la
posibilidad de que diferentes combinaciones de
estos factores regulen la expresion de distintos
genes en funcién de los estimulos ambientales o
del momento del desarrollo (Mata et al., 2007).
Este tipo de regulacién ya es conocida en otros
organismos (Newman y Keating, 2003; Weltmeier
et al., 2006).



Por otra parte, existen muchos genes
que se expresan de manera independiente
al  heterodimero  atf21/atf31,  habiéndose
identificado los genes rsv1* y rsv2*. rsv2 es un
factor de transcripcidon que activa la expresion
de un subgrupo de genes implicados en los
ultimos pasos de meiosis, mientras que rsv1
actia como un represor transcripcional de los
genes relacionados con el metabolismo de
carbohidratos.

Por tanto, la regulacion de los genes
tardios depende al menos de dos sistemas de
transcripcion independientes, el formado por los
factores de la familia bZIP (donde se incluiria el
heterodimero atf21/atf31) y el que constituiria
rsv2 (Fig. 27B).

La progresion a través del ciclo sexual requiere
de un patréon temporal de expresion regulado por
una cascada de factores de transcripcion, en los
que la expresion de algunos de ellos supone la
inhibiciéon de los anteriores y la activacién de los
siguientes. Este complejo programa de expresion
génica se basa en dos pilares fundamentales.
Primero, la regulacion de las distintas oleadas de
expresion, que se consigue gracias a una serie
de interacciones positivas y negativas entre los
diferentes factores de transcripcion. rep1, cuya
induccion transcripcional esta mediada por ste11,
activa la expresion de los genes tempranos. A
su vez, lleva a cabo la represion de los genes
de respuesta a feromonas que habian sido
activados por ste11. Por otra parte, mei4 activa
la expresién de los genes medios, es esencial
para la represién de los genes tempranos e
induce la expresion de factores de transcripcion
que regulan a los genes tardios. En segundo
lugar, el uso combinado de diferentes factores
de transcripcion (heterodimero atf21/atf31,
rsv2...) aumenta la versatilidad del sistema,
permitiendo expresar diferentes subgrupos de
genes en respuesta a diferentes estimulos (Mata
et al., 2007). La correcta interrelacion entre estas
cascadas transcripcionales asegura la ordenada
y unidireccional progresion del ciclo sexual (Fig.
27B).
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Figura 28.- Dinamica del citoesqueleto de actina y los
microtubulos durante el ciclo sexual de S. pombe.
A. Dinamica del citoesqueleto de actina durante el ciclo
sexual en S. pombe. En rojo se muestra la actina y en
azul los nucleos. B. Dinamica de los microtibulos durante
el ciclo sexual en S. pombe. En verde se muestran los
microtUbulos, en azul los nucleos y en naranja los MTOCs.

4.6 Morfogénesis durante el ciclo
sexual

Durante la diferenciacion sexual en S. pombe,
la seleccion y mantenimiento de los sitios de
crecimiento polarizado vienen definidos por
sefales externas, el gradiente de feromonas, lo
que va afectar a la organizacion del citoesqueleto
de actina y microtubulos provocando cambios
morfologicos importantes.

En ausencia de nitrégeno, las células se
bloquean en la fase G1 del ciclo celular, con una
distribucién de los parches de actina monopolar
(Fig. 28A). Tras un breve periodo, se produce
una redistribucion de los parches, siendo visibles
en ambos polos. Este cambio en la localizacién
de la actina aumenta las posibilidades de
conjugacion entre células de tipo sexual
opuesto. En presencia de feromonas, las células
manifiestan un crecimiento apical que conducira
a la formacion de los “shmoos”. Los parches de
actina se localizan en estas proyecciones para
permitir el crecimiento polarizado hacia la célula
de tipo sexual opuesto. Durante la conjugacion y
fusion nuclear, la actina se mantiene localizada
en la region de contacto entre las dos células.
Posteriormente, se deslocaliza en el citoplasma



hasta la prometafase o metafase Il, momento en
que se concentra alrededor de los nucleos para
formar la membrana de la forespora. Finalmente,
la actina se localiza en el interior de las esporas
(Petersen et al., 1998b).

Los microtubulos no parecen tener una
funcién importante en el crecimiento polarizado
de los “shmoos”, aunque podrian tener alguna
implicacién en el posicionamiento de la zona de
crecimiento, ya que defectos en los microtubulos
permiten la formaciéon de “shmoos” desde las
paredes laterales, dando lugar a zigotos en
forma de H (Petersen et al., 1998a). Hasta el
momento, dos son los centros organizadores
de microtubulos descritos en S. pombe durante
el ciclo sexual, el cuerpo polar del huso (SPB)
y la proyeccion de los “shmoos” (Fig. 28B). El
SPB es responsable de la organizacion de los
microtubulos citoplasmaticos, relacionados con
los movimientos oscilatorios del nicleo durante la
profase (Ding et al., 1998; Yamamoto et al., 2001)
mientras que el MTOC de la proyeccion regula la
secrecion de vesiculas o moléculas implicadas
en los procesos de conjugacion y fusion celular
(Niccoli y Nurse, 2002; Petersen et al., 1998a).
Estudios recientes han demostrado la existencia
de otros dos MTOCs adicionales, la membrana
nuclear y puntos discretos en el citoplasma (K.
Sawin, comunicacion personal).

Ademas del citoesqueleto, existen otras
proteinas implicadas en la morfogénesis durante
el ciclo sexual. Una de ellas es la formina
fus1, implicada en la degradaciéon de la pared
celular, reorganizacion y fusion de la membrana
plasmatica durante la conjugacion. La delecion de
este gen provoca la acumulacién de parejas de
células aglutinadas, pero incapaces de fusionar
sus citoplasmas. Junto a ella podemos encontrar
a la profilina cdc3, cuyo alelo termosensible
cdc3.124* presenta un fenotipo similar al del
mutante fus14; ambas proteinas colocalizan en
la punta de los “shmoos” (Petersen et al., 1998b;
Petersen et al., 1998c; Petersen et al., 1995).
Otra proteina con una posible funcion durante
este proceso es la quinasa pom1, que podria ser
necesaria para la regulacion del citoesqueleto de
actina durante las primeras etapas del proceso
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de conjugacion ya que los mutantes pom7A son
incapaces de localizar los parches de actina en
la punta del “shmoos” (Niccoli y Nurse, 2002).
Estudios recientes han identificado una nueva
proteina con una funciéon durante meiosis. Se
trata de mcp4, que regula el posicionamiento
de la actina durante meiosis en el cierre de la
membrana de la forespora (Ohtaka et al., 2007).

Finalmente, proteinas que desempefian un
papel relevante durante el crecimiento vegetativo
(comoteal, tea2 otip1) no parecen tener una gran
importancia durante la diferenciacion sexual. Esto
apoya la teoria de que “existen dos programas de
crecimiento diferentes durante el ciclo bioldgico
de S. pombe”, que serian el resultado de la
distinta organizacion del citoesqueleto de actina,
los microtubulos y la maquinaria de polarizacion
celular a lo largo del mismo.

Las B-glucanasas han sido descritas en gran
variedad de organismos: invertebrados, plantas,
hongos, algas y bacterias. Debido a esta amplia
distribucién en la naturaleza, las funciones son
muy diversas: intervencién en la movilizacién de
las reservas intracelulares, digestion extracelular
de polisacaridos no directamente asimilables
por las células o participacién en procesos de
morfogénesis y diferenciacién de plantas, hongos
y levaduras.
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Figura 29.- Mecanismo de catalisis acida de las hidrolasas
que retienen la configuracion. Se forma un intermediario
covalente a-glicosil-enzima que posteriormente es hidrolizado
a través de estados de transicion de tipo i6n oxocarbenio.



Su mecanismo de accion es comun al resto
de hidrolasas: catalisis acida. Este mecanismo de
hidrdlisis se inicia por la protonacion de un atomo
de oxigeno glicosidico (Fig. 29). El protén es
normalmente donado por un acido, generalmente
el del grupo carboxilico de un aspartico o glutamico
0 un grupo imidazol ionizado de una histidina.
Este proceso lleva a la formacion del intermediario
sustrato-enzima, en el cual el sustrato permanece
unido covalentemente al aminoéacido nucleofilico
de la enzima. El nuevo extremo reducido del
glicosido es regenerado por hidrolisis del
intermediario covalente enzima-sustrato mediante
la adicién de una molécula de agua al atomo de
carbono anomeérico. Al mismo tiempo, el donador
de protones original de la enzima es reprotonado.
El residuo aminoacidico que media en la reaccion
de protonacion se denomina &cido catalitico y
el que forma el intermediario con el sustrato, el
nucledfilo catalitico.

Las pB-glucanasas son hidrolasas que
catalizan la hidrdlisis del enlace (B-O-glicosidico
propio de las cadenas de B-glucano, dando lugar
a oligosacaridos y unidades de glucosa (Cid et
al., 1995; Martin et al., 2007a; Nombela et al.,
1988). Respecto a la especificidad, se conocen
B-glucanasas capaces de actuar sobre uniones
B(1,2), B(1,3), B(1,4) y B(1,6), es decir, todas las
uniones posibles de los B-glucanos naturales;
incluso, algunas de ellas pueden hidrolizar
indistintamente mas de un tipo de enlace. Segun
el modo de accidon sobre el polimero se pueden
clasificar como exoglucanasas o endoglucanasas:

a) Las exoglucanasas actuan sobre los

enlaces terminales del
reductor de la molécula de sustrato,
originando glucosa como producto
unico de la hidrdlisis. La mayoria de las
exoglucanasas de levaduras son capaces
de hidrolizar tanto enlaces B(1,3) como
enlaces B(1,6) (aunque estos Ultimos
con menor eficiencia) y, generalmente,
poseen también actividad B-glicosidasa
ya que hidrolizan glicésidos sintéticos
como el PNPG (paranitrofenil-3-D-
glucopiranosido) y 4-metil-umbeliferil-3-
D-glucopiranosa (Abd-el-Al y Phaff, 1968;

extremo no
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Farkas et al., 1973).

Las endoglucanasas actian sobre
los enlaces internos de la cadena del
B-glucano, liberando una mezcla de
oligosacaridos, biosas y triosas. Las
endoglucanasas de levaduras exhiben
una marcada especificidad en cuanto al
enlace a hidrolizar, conociéndose tanto
B(1,3) como B(1,6)-endoglucanasas
(Abd-el-Al y Phaff, 1968).

b)

Las glucanasas y transglicosidasas se
clasifican en familias basadas en similitud de
secuencia y en la estructura tridimensional.
Originalmente se establecieron 57 familias
diferentes (Henrissat y Bairoch, 1996), aunque
esta clasificacion ha sido extendida y en la
actualidad incluye 115 familias diferentes
(Henrissat y Davies, 1997). Existe una base de
datos que contiene la informacion actualizada
sobre las diversas familias de hidrolasas,
transglicosidasas y glicosil transferasas (CAZy).

Las B-glucanasas mejor estudiadas han sido
las de hongos filamentosos y levaduras, donde
se encuentran en mas del 90% de los organismos
analizados; concretamente, en el caso de las
levaduras, donde el B-glucano constituye el
principal polisacarido, estan presentes en la casi
totalidad de las especies estudiadas (Adams,
2004; Cid et al., 1995; Nombela et al., 1988). El
crecimiento y modificacion de los B-glucanos de
la pared a lo largo del ciclo celular implica varios
pasos sucesivos:

a) La sintesis de los nuevos componentes
de pared por parte de las sintasas.

b) La hidrdlisis dirigida, limitada y finamente
regulada de los polimeros preexistentes
por endo y exoglucanasas enddégenas

c) La ligacion de los nuevos componentes
con los preexistentes por accién de
las glucanosil transferasas, generando
uniones diversas y ramificaciones.

El organismo donde las [-glucanasas y
transglicosidasas han sido mejor estudiadas es S.
cerevisiae. Existen aproximadamente 20 genes
en esta levadura que codifican polipéptidos con
estas actividades, lo que indica que S. cerevisiae



contiene un complejo sistema enzimatico de
remodelacion de la pared celular (Adams, 2004;
Cid et al., 1995; Nombela et al., 1988).

5.1 Familia 81 de las glicosil
hidrolasas

En la familia GH81 se han incluido hasta el
momento 80 proteinas de distintos origenes
que poseen una region comun de unos 650
aminoacidos con una elevada similitud de
secuencia, aunque para muchas de ellas aun no
se ha demostrado su actividad enzimatica. Los
primeros miembros de la familia identificados
fueron las proteinas ScEng1 y ScEng2/Acf2
de S. cerevisiae. Estas dos proteinas poseen
caracteristicas diferentes que indican una distinta
localizacion en la célula. Asi, mientras que
ScEng1 posee las caracteristicas tipicas de una
proteina extracelular (una secuencia sefial en el
extremo N-terminal que precede a un dominio rico
en Ser-Thr), ScEng2 carece de secuencias de
localizaciéon y posee una region rica en prolinas
(Pro) cerca del extremo N-terminal, lo que
indicaria que permanece en el citoplasma (Fig.
30). Estas predicciones han sido confirmadas
experimentalmente, y se ha descrito que ScEng1
es una proteina altamente glicosilada que es
secretada a la pared celular mientras que ScEng2
no contiene carbohidrato y permanece en el
citoplasma (Baladréon et al., 2002). Un analisis
de la secuencia aminoacidica de las proteinas

Af engl1

Dominio Comin

de C. albicans 'y S. pombe sugiere que CaEng1y
Speng1 tienen caracteristicas similares a ScEng1
mientras que CaEng2 y Speng2 son similares a
ScEng2. A. fumigatus posee una unica proteina
de esta familia (AfEngl1) que posee secuencia
sefal pero carece de la region rica en Ser-Thr.
Proteinas de esta familia estan también presentes
en otros hongos y levaduras, en plantas y
recientemente se han encontrado en bacterias.

Respecto a la actividad enzimatica de los
miembros de esta familia, sélo existen datos
de algunos de ellos. Las dos proteinas de
S. cerevisiae han sido caracterizadas como
B-glucanasas con alta especificidad para enlaces
B(1,3)-glicosidicos y con un modo de accién
endohidrolitico (Baladrén et al., 2002). Analisis
mas detallados han sido realizados con Engl1
de A. fumigatus, que es también una [(1,3)-
endoglucanasa que hidroliza preferentemente
las cadenas de glucano entre la tercera y cuarta
glucosa del extremo no reductor de la cadena de
B(1,3)-glucano, liberando triosas como producto
fundamental de la hidrdlisis (Fontaine et al.,
1997). Recientemente se ha descrito que las
proteinas ScEng2, Speng1 y Speng2 poseen
una actividad enzimatica y un mecanismo similar
a la proteina Engl1, lo que podria indicar que
todas las proteinas de esta familia comparten
un mecanismo catalitico (Martin-Cuadrado et al.,
2008b).También se ha descrito que las proteinas

Figura 30.- Caracteristicas
estructurales de las proteinas
de la familia GH81 de S. cerevi-
siae, S. pombe, C. albicans y A.
fumigatus. En verde se muestra
el dominio comun a las proteinas
GH81. Las regiones rojas hacen
referencia a la secuencia sefial
presente en aquellas proteinas
que son secretadas, mientras que
en azul se sefialan regiones ricas
en Ser/Thr, alguna de las cuales
ha sido identificada como un Do-
minio de Unién a Carbohidratos
o CBM (Carbohydrate Binding
Module). Los cuadrados amarillos
representan regiones ricas en
Pro, con una posible funcion en
interacciones proteina-proteina.



de plantas no sélo actian como GBPs (Proteinas
de Unién a Glucanos), sino que también poseen
actividad endoglucanasa, por lo que actuarian
degradando la pared del patégeno y uniendo las
moléculas resultantes para activar la defensa de
la planta (Fliegmann et al., 2004).

Poco a poco se van conociendo datos
sobre la funcion biolégica de estas proteinas,
especialmente en levaduras. Asi, las proteinas
Eng1 de S. cerevisiae, S. pombe y C. albicans
desempefian un papel en las Ultimas etapas
del ciclo de vida de estos organismos. En los
tres casos, Eng1 participa en el proceso de
separacion celular, ya que la delecion del gen
hace que las células permanezcan unidas. S.
cerevisiae forma un septo entre la célula madre
e hija constituido por tres capas: una capa
interna compuesta principalmente de quitina
(septo primario), y otras dos que la rodean
(septo secundario) cuya composicion es similar
a la de la pared celular. La degradacion del septo
primario es llevada a cabo por la quitinasa Cts1
(Kuranda y Robbins, 1991), pero también deben
ser hidrolizados los glucanos para completar la
separacion celular, y se ha propuesto que esta
seria la funcién de ScEng1 (Baladron et al.,
2002). Es interesante que tanto ScEng1 como
Cts1 se localizan de forma asimétrica en el septo,
del lado de la célula hija (Baladrén et al., 2002;
Colman-Lerner et al., 2001). La proteina CaEng1
desempefia un papel similar en C. albicans y
ademas complementa parcialmente el defecto de
separacion del mutante eng1A de S. cerevisiae,
sugiriendo una funcion relacionada entre las
glucanasas de estos organismos (Esteban et
al.,, 2005). En S. pombe, eng1 también esta
implicada en la separacion celular. Sin embargo,
en esta levadura desempefia un papel mas
relevante al ser la encargada de hidrolizar el
septo primario, que en la levadura de fision se
compone mayoritariamente de [(1,3)-glucano
lineal, en lugar de quitina (Martin-Cuadrado et
al., 2003). En A. fumigatus, la deleciéon de ENGL1
no presenta un fenotipo distinto al de las cepas
parentales (Mouyna et al., 2002). Es interesante
destacar que aunque la delecién de ENG2 en S.
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cerevisiae no presenta ningun fenotipo aparente,
esta proteina fue aislada como un factor necesario
para el ensamblaje de actina in vitro, por lo que
se denomind Acf2 (“Assembly Complementing
Factor”), aunque no existen mas datos sobre su
posible funcién en relacién con el citoesqueleto
de actina (Lechler y Li, 1997).

También existen datos sobre la regulacion de
la expresion de ENG1 de S. cerevisiae, ya que
su transcripcion esta regulada durante el ciclo
celular, restringiéndose a la transicion M/G1,
lo que ademas explica por qué su localizacion
es asimeétrica. ENG1 pertenece a un grupo de
genes, junto con CTS17, que se expresan al final
de mitosis y su transcripcion depende del factor
de transcripcién Ace2 (Baladréon et al., 2002;
Colman-Lerner et al., 2001; Doolin et al., 2001).
Ace2 se encuentra en el citoplasma de la célula
y al final de mitosis se acumula especificamente
en el nucleo de la hija gracias a la accion de las
proteinas Cbk1-Mob2 y de una serie de proteinas
conocidas como RAM (Nelson et al., 2003; Weiss
et al., 2002). Una vez que entra en el nucleo,
activa la expresion de genes que se expresan
especificamente en la célula hija (incluyendo
CTS1y ENG1) y que son conocidos como genes
especificos de la célula hija (Baladrén et al.,
2002; Colman-Lerner et al., 2001). Los productos
de varios de estos genes estan implicados en
separacion celular.

5.2 Familia 81 de las glicosil
hidrolasas en S. pombe. eng1 y
eng2

Al igual que en S. cerevisiae, en S. pombe,
eng1y eng2 son dos B(1,3)-endoglucanasas que
hidrolizan preferentemente cadenas de glucano
entre la tercera y cuarta glucosa del extremo
no reductor de la cadena de [3(1,3)-glucano,
liberando triosas como producto fundamental de
la hidrdlisis (Martin-Cuadrado et al., 2008b).

Aunque ambas proteinas presentan un
mecanismo de accién similar en lo que a su
actividad glucanasa se refiere, su funcion celular
difiere completamente. La expresion del gen
eng1* esta regulada a largo del ciclo vegetativo



por los factores de transcripcion sep1 y ace2
(Alonso-Nufiez et al., 2005; Bahler, 2005; Petit
et al., 2005; Ribar et al., 1999); ademas, otra
serie de factores como las septinas, mid2, rho4
o el complejo del exocisto son esenciales para su
correcta localizacion y funcionamiento (Martin-
Cuadrado et al., 2005; Santos et al., 2005; Tasto
et al., 2003; Wang et al., 2002). La proteina eng1
presenta en su estructura tres dominios bien
definidos (Fig. 30):

a) En su extremo N-terminal contiene
una secuencia senal responsable de
la entrada de la proteina en la ruta de
secrecion (Martin-Cuadrado et al., 2003;
Martin-Cuadrado et al., 2005).

b) Laregion central de la proteina constituye
el dominio comun de la familia GH81,
donde se localiza el dominio catalitico de
la proteina responsable de su actividad
glucanasa (Martin-Cuadrado et al.,
2008b).

c) Elextremo C-terminal presenta unaregion
rica en serinas y treoninas, ademas
de tres bloques de aminoacidos con
varias cisteinas y tirosinas conservadas.
Esta regidon ha sido identificada
recientemente como un dominio de
unién a carbohidratos o CBM, esencial
para la localizacion de la proteina en la
region del septo (Martin-Cuadrado et al.,
2008a).

La funcién celular de eng1 en S. pombe, al
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igual que en S. cerevisiae y C. albicans esta
relacionada con la separacion celular, que en
S. pombe se lleva a cabo mediante la accién
coordinada de las proteinas agn1y eng1 (Dekker
et al., 2004; Garcia et al., 2005; Martin-Cuadrado
et al., 2003). Mientras la a-glucanasa agn1 dirige
la disolucion del cilindro de pared que rodea
el septo de division, la B-glucanasa eng1 es
responsable de la hidrdlisis del (1,3)-glucano
lineal presente en el septo primario (Humbel et
al., 2001).

eng2* se expresa tanto durante el ciclo
vegetativo como el ciclo sexual. Su regulacion
durante el ciclo vegetativo es desconocida,
mientras que durante el ciclo sexual su expresién
esta controlada por el factor de transcripcion mei4
(Mata et al., 2007). La proteina eng2 presenta dos
regiones identificables en su estructura (Fig. 30):
a) En el extremo N-terminal contiene una
region rica en prolinas que se ajusta
perfectamente a los motivos que han sido
descritos como regiones de interaccion
con dominios SH3. Esta regién esta
conservada en S. cerevisiae (Lechler y

Li, 1997).
b) El resto de la proteina esta formada por
el dominio comun de las proteinas de la

familia GH81.
Su funcién celular es completamente
desconocida, ya que el mutante eng2A no
presenta defectos en separacion celular.



Obijetivos







El objetivo general de este trabajo ha sido la caracterizacion funcional de la 3(1,3)-endoglucanasa
eng2, perteneciente a la familia 81 de las glicosil hidrolasas, en el organismo modelo S. pombe. Para
llevar a cabo este objetivo se planted:

1. Identificar la funcion bioldgica y molecular de la proteina eng2 y los dominios responsables de
esta funcion mediante el estudio de mutantes nulos y versiones truncadas de la proteina.

2. Analizar el perfil de expresion y localizacion de la proteina eng2 a lo largo del ciclo de vida de S.
pombe e intentar correlacionarlos con su funcion biolégica.

3. Determinar si la capacidad para hidrolizar enlaces 3(1,3) in vitro es esencial para alguno de los
procesos bioldgicos en los que interviene la proteina.
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Resultados







En esta seccion de la Memoria se expondra el trabajo experimental y los resultados obtenidos
durante la realizacion de esta Tesis Doctoral. La presentacion del apartado se ha dividido en dos
capitulos diferentes, aunque ambos estan englobados dentro del objetivo global del trabajo, que es /a
caracterizacion funcional de la §(1,3)-endoglucanasa eng?2 en la levadura de fisién S. pombe.

El primer capitulo contiene trabajo inédito, en el que se describe el papel de eng2 en la organizacion
del citoesqueleto de actina, el crecimiento polarizado y la endocitosis en S. pombe durante el crecimiento
vegetativo. El segundo consta de un articulo publicado en Eukaryotic Cell, centrado en su funcion como
B(1,3)-endoglucanasa durante la dehiscencia del asca. Al comienzo de este capitulo se ha afiadido un
pequefio resumen en castellano en el que se explican los antecedentes y objetivos del trabajo, asi como
un resumen de los principales resultados obtenidos.

Los capitulos incluidos en la presente Memoria son:

CAPITULO I: eng? participa en la organizacién del citoesqueleto de actina, el crecimiento polarizado y
la endocitosis en S. pombe.

CAPITULO II: La B-glucanasa eng?2 es necesaria después de esporulacién para la lisis de la pared del
asca en la levadura de fisiéon S. pombe.

Encinar del Dedo, J., E. Dueias, Y. Arnaiz, F. del Rey, y C.R. Vazquez de Aldana. 2009. 3-glucanase

eng?2 is required for ascus wall endolysis after sporulation in the fission yeast Schizosaccharomyces
pombe. Eukaryot Cell. 8:1278-86.
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CAPITULO I: eng2 participa en la organizacion del citoesqueleto de
actina, el crecimiento polarizado y la endocitosis en S. pombe







Como ya se ha comentado en la Introduccion,
S. pombe contiene en su genoma dos genes
que codifican para endoglucanasas de la
familia GH81, denominados eng7* y eng2*. La
proteina eng1 ha sido ampliamente estudiada y
caracterizada durante los ultimos afios en nuestro
grupo de investigacion, habiéndose demostrado
que es la enzima responsable de la disolucién
controlada del septo primario tras la citoquinesis,
permitiendo la separacion de las dos células
hermanas generadas en la mitosis (Martin-
Cuadrado et al., 2003). La expresion del gen esta
regulada por el factor de transcripciéon ace2, que
induce la transcripcion de un conjunto de genes
en la transicion M/G1, algunos de los cuales son
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necesarios para una correcta separacion celular,
como eng1 y la a-glucanasa agni1 (Alonso-
Nufez et al., 2005; Martin-Cuadrado et al., 2003;
Rustici et al., 2004). Sin embargo, la funcion del
segundo miembro de esta familia en S. cerevisiae
y S. pombe seguia siendo completamente
desconocida al inicio de este estudio, por lo que
el objetivo de este trabajo de investigacion fue
estudiar qué funcién desempenan las proteinas
eng2 en la célula, para lo que se eligi6 como
modelo de estudio la levadura de fision.

Adiferencia de eng1*, el gen eng2* se expresa
de forma constante a lo largo del ciclo celular de
S. pombe, no mostrando variaciones periodicas
significativas que indiquen una posible funcion
en un momento concreto del ciclo (Fig. 31A).
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Figura 31.- Patron de expresion de eng2* durante el ciclo de vida de S. pombe. A. Expresion durante el crecimiento vegetativo.
En el panel superior se muestra el perfil de expresion publicado en las bases de datos (GeneDB), mientras que en el panel inferior
se muestra la expresion a lo largo del ciclo celular en células sincronizadas. La sincronia se indujo mediante arresto y liberacion
del mutante cdc25-22. Se tomaron muestras en los puntos indicados para la extraccion de RNAy se realizé un ensayo de tipo Nor-
thern con sondas especificas para los genes ura4*y eng2*. El gréfico representa el indice de anafase () o septacién (¢) en cada
uno de los puntos. B. Expresion durante el ciclo sexual. En el panel superior se muestra el perfil de expresion publicado en las
bases de datos (GeneDB) mientras que en el panel inferior se muestra la abundancia de la proteina eng2. Se tomaron muestras
de la cepa diploide eng2-GFP (OL961) durante esporulacién en cada uno de los puntos indicados para la extraccion de proteinas,
y se realizé un ensayo de tipo Western con anticuerpos especificos contra la proteina fluorescente verde (GFP). La progresién
durante el ciclo sexual se sigui6 mediante microscopia y tincion con DAPI. En la grafica se muestra el porcentaje de células mono-
nucleadas (#¢), bi-nucleadas (m), tetra-nucleadas ( * ) y ascosporas (e) en cada uno de los puntos. Ml = Meiosis |, MIl = Meiosis II.
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La regulacién de su expresion durante el ciclo
vegetativo es desconocida, pero se ha descrito
que durante el ciclo sexual esta controlada por el
factor de transcripcion mei4 (Mata et al., 2007).
Durante la diferenciacion sexual, la expresion de
eng2* presenta un significativo aumento en torno
a las 10 horas después de que las células hayan
sido sometidas a la ausencia de una fuente de
nitrégeno (Fig. 31B). El hecho de que eng2* esté
presente durante el crecimiento vegetativo y se
induzca durante la esporulacién sugiere que esta
proteina podria desempefar su funcion en las
distintas etapas del ciclo de vida de S. pombe.

El unico dato que existia sobre la proteina eng2
en S. pombe era que no es necesaria durante el
proceso de separacion celular, ya que las células
del mutante eng2A son capaces de separarse de
forma similar a la cepa silvestre (Martin-Cuadrado
et al., 2003). Tampoco era muy abundante la
informacion existente sobre el gen ENG2 de S.
cerevisiae, aunque existia un unico articulo que
relacionaba a Eng2 con la reorganizacién del
citoesqueleto de actina in vitro en S. cerevisiae
(Lechler y Li, 1997). En este trabajo, los autores
demostraron que el tratamiento de células
permeabilizadas con urea 2M o KCI 0,6 M produce
la desorganizaciéon de los parches de actina,
especialmente en la region de la yema. Utilizando
este sistema in vitro, observaron que la adicion
de un extracto proteico de una cepa silvestre
era capaz de revertir este defecto, permitiendo
la repolimerizacion de los parches. Mediante
diferentes pasos cromatograficos consiguieron
aislar dos fracciones, denominadas ACF1 y ACF2
(por “Assembly Complementing Factor’), capaces
de restaurar el ensamblaje de actina in vitro. Este
ensamblaje se producia con una mayor eficiencia
cuando en primer lugar se afiadia la fraccién
ACF1 y posteriormente la fraccion ACF2, lo que
indicaba que ambas fracciones actuaban de forma
secuencial. EI componente activo de la fraccion
ACF1 fue identificado como la proteina Las17/
Bee1, mientras que el de la fraccion ACF2 era
Eng2 (Lechler y Li, 1997). Por tanto, segun estos
resultados, tanto Las17/Bee1 (una proteina de la
familia WASP que es responsable de la activacion
del complejo Arp2/3) (Winter et al., 1999a) como
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Eng2 (que posee actividad endoglucanasa
cuando se purifica, Baladron et al., 2002; Martin-
Cuadrado et al., 2008b) funcionarian de forma
coordinada y secuencial en el ensayo in vitro de
polimerizacion de actina.

En S. cerevisiae, la proteina Eng2 esta formada
por 799 aminoacidos y tiene un tamafio molecular
estimado de 88 kDa. En el articulo de Lechler y Li,
proponen que en su extremo N-terminal existe una
region rica en prolinas que presenta dos posibles
motivos de unién a dominios SH3 (las secuencias
PxxPxR y RxxPxxP) (Mayer, 2001; Tong et al.,
2002; Tonikian et al., 2009), mientras que en su
extremo C-terminal podrian existir dos posibles
dominios PH de interaccién con fosfolipidos
(Fig. 32A) (Lechler y Li, 1997). Adicionalmente,
estudios de nuestro grupo de trabajo han
identificado el dominio catalitico responsable de
la actividad glucanasa en el extremo C-terminal
(aminoacidos 375 a 799) (Martin-Cuadrado et
al., 2008b), por lo que solaparia con los posibles
dominios PH. El mutante ENG2 no presenta
retraso en el crecimiento, ni exhibe ningun
defecto aparente en la organizacion de la actina
y la morfologia celular. Esta ausencia de defectos
podria deberse a que su funcion sea redundante
con la de otras proteinas presentes en la célula
(Lechlery Li, 1997).

eng?2 es una [(1,3)-endoglucanasa de la
familia 81 de las glicosil hidrolasas, que hidroliza
cadenas de glucano con uniones B(1,3) (Martin-
Cuadrado et al., 2008b). Como todas las proteinas
de esta familia, presenta un domino comun de
unos 650 aminoacidos, en el que esta incluido el
domino catalitico de la proteina, responsable de
su actividad glucanasa. El analisis detallado de su
secuencia aminoacidica permitié identificar una
regionrica en prolinas en su extremo amino, similar
a la observada en su homologo en S. cerevisiae.
Esta observacion llevé a plantear la posibilidad
de que los motivos de unién a dominios SH3
presentes en Eng2 de S. cerevisiae estuvieran
conservados en su homoélogo en S. pombe. Para
tratar de identificar estos motivos, se alined el
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Figura 32.- Caracteristicas de la proteina Eng2. A. Repre-
sentacion esquematica de la proteina Eng2 de S. cerevisiae.
Se muestra la localizacién de la region rica en prolinas pre-
sente en el extremo amino (en amarillo), el dominio catalitico
necesario para la actividad endoglucanasa (en negro) y los
posibles dominios PH (recuadros rojos). En verde se muestra
la region comun a todas las proteinas de la familia 81 de las
glicosil hidrolasas. B. Estructura general de los dos motivos
(Clase | = RxxPxxP y Clase Il = xPxxPxR) necesarios para la
interaccion con los dominios SH3 (Mayer, 2001). Eng2 de S.
cerevisiae (Sc) contiene un motivo de cada clase en el extre-
mo amino, que estan parcialmente conservados en la proteina
eng2 de S. pombe (Sp), ya que una de las Arg formaria parte
de los dos motivos. En rojo se muestra el motivo de Clase Il,
mientras que en verde el de Clase |. C. La comparacion del
extremo N-terminal de eng2 de S. pombe mediante BLASTp
permitié6 comprobar que estos motivos estan presentes (total o
parcialmente) en otras proteinas relacionadas con la polaridad
y el crecimiento polarizado. En el cuadro superior se muestra
un detalle del alineamiento entre eng2 y wsp1 de S. pombe.

extremo N-terminal de ambas proteinas con el
programa MegAlign del paquete bioinformatico
DNASTAR. EIl alineamiento mostré que ambos
motivos estaban conservados en la proteina
eng2 de S. pombe (Fig. 32B), aunque de forma
parcial, ya que una de las Arg formaria parte de
los dos motivos. Este resultado sugiere que eng2
podria interaccionar con proteinas que contengan
dominios SH3 a través de esta region rica en
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prolinas. Para tratar de identificar otras proteinas
con motivos similares, se realizé una busqueda
en las bases de datos (BLASTp) utilizando como
“sefiuelo” la secuencia PVFPSRAHPSPPLGL
del extremo amino de eng2. Varias proteinas
relacionadas con la actina y el crecimiento
polarizado presentaban motivos similares. El
resultado mas interesante fue el observado para
la proteina wsp1 (homdloga a Las17/Bee1 de S.
cerevisiae), ya que esta proteina mostraba una
region en la que todas las prolinas y argininas
estaban conservadas, ademas de una leucina
y una glicina (Fig. 32C), lo que podria indicar
que tanto eng2 como wsp1 tienen la capacidad
de interaccionar con los mismos dominios SH3
de otras proteinas y tal vez formar un complejo
que podria regular el citoesqueleto de actina y el
crecimiento polarizado en S. pombe.

Para estudiar si la proteina eng2 ejerce
algun papel en el crecimiento polarizado y la
organizacion del citoesqueleto de actina en S.
pombe, se construyé la cepa mutante eng2A.
En ella, la region codificante completa fue
reemplazada por la secuencia del gen ura* o el
marcador de seleccién kanMX4 (que confiere
resistencia al antibiético G418) (Bahler et al.,
1998b). Todas las cepas generadas durante
este trabajo fueron confirmadas por PCR vy
secuenciacion. No se observé defecto alguno en
el crecimiento con respecto a una cepa silvestre
en medio rico (YES solido) a temperaturas entre
25y 37°C. Sin embargo, se comprobd que la cepa
eng2/ presentaba un retraso en el crecimiento
en medio minimo sdlido a todas las temperaturas
ensayadas, siendo mas aparente a 25 y 37°C
(Fig. 33A). Por esta razén, el medio minimo fue el
medio elegido para estudiar los posibles fenotipos
del mutante eng2A.

Como ya se ha comentado en la Introduccién,
las célulasde S. pombe crecen de forma polarizada
siguiendo un patrén de crecimiento acorde con
el ciclo celular. Dos de las aproximaciones mas
utilizadas para estudiar el crecimiento en S. pombe
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Figura 33.- Crecimiento y organizacion del citoesqueleto de actina en el mutante eng2A en S. pombe. A. Ensa-
yos de crecimiento en medio sdélido (YES y medio minimo) a distintas temperaturas. Se prepararon diluciones seriadas
de la cepa silvestre (WT) y del mutante eng2A en ambos medios y las placas se incubaron a diversas temperaturas en-
tre 25 y 37°C durante 5-7 dias. B. Cultivos asincronicos de las cepas silvestre (WT) y mutante eng2A se tifieron con calco-
flior para identificar las zonas de crecimiento activo. Las flechas indican la direccion y tipo de crecimiento (verdes =
crecimiento bipolar; rojas = crecimiento monopolar). Barra de escala, 10 ym. C. Tincién del citoesqueleto de actina con fa-
loidina conjugada con el fluorocromo Alexa-Fluor488 en células asincronicas de ambas estirpes. Barra de escala, 5 ym.

son la tincién con calcofldor (tifie las regiones precisa las regiones de crecimiento (Fig. 33C).
donde se estéa produciendo un crecimiento activo) Al igual que con la tincion con calcofluor, la
y la tincion de actina, usando faloidina conjugada cepa silvestre mostraba un mayor porcentaje de
con el fluorocromo Alexa-Fluor488. En una cepa células con crecimiento bipolar (50-60%), en las
silvestre creciendo de forma asincrénica, entre que los parches de actina estaban distribuidos en
un 50-60% de sus células crecen por ambos ambos polos, mientras que tan sélo un 20-30%
polos, un 20-30% crecen de forma monopolar, presentaban una distribucion asimétrica de la
mientras que el 10-20% restante se encuentra en actina, siendo mayoritaria en uno de sus polos
citoquinesis. Cuando un cultivo del mutante eng2A (crecimiento monopolar). En el resto de células
se tind con calcoflior, se comprobd que existia se pudieron observar anillos de actomiosina,

un elevado numero de células que se tefian indicando que las células estaban llevando a
en un unico polo, indicando que presentaban cabo la citoquinesis. En el mutante eng2A, el
un patrén de crecimiento monopolar (Fig. 33B). porcentaje de células que presentaban una

Para cuantificar este defecto, se determinaron los distribucién asimétrica de los parches de actina
porcentajes de células monopolares y bipolares era de entre un 50-60%, mientras que solo un
en un cultivo asincrénico, observandose que 20-30% presentaban una distribucién bipolar de
estaban alterados con respecto a la cepa silvestre, los parches. De nuevo, el numero de células que
ya que las células monopolares eran mayoritarias presentaban anillos de actomiosina era similar
(entre el 50 y 60%), y tan sélo un 20-30% de al de la cepa silvestre. Estos resultados indican,
células crecian de forma bipolar (el porcentaje por tanto, que eng2 podria desempefiar alguna
de células en divisién era el mismo que el de la funciéon durante la transicion de crecimiento
cepa silvestre). Para confirmar esta observacion, monopolar a bipolar (NETO) en S. pombe.

se realiz6 una tincion del citoesqueleto de actina, Para confirmar este fenotipo y comprobar
ya que los parches de actina marcan de forma si existia algun defecto en NETO, se analizd
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el crecimiento y la transicion de crecimiento
monopolar a bipolar en un cultivo sincronico.
El mutante elegido para este experimento fue
una cepa cdc10-129, que a 37°C detiene su
crecimiento en la fase G1 del ciclo celular y todas
las células quedan bloqueadas con un patron de
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Figura 34.- El mutante
eng2A crece de forma mo-
nopolar y es incapaz de lle-
var a cabo el NETO. A. En
el panel superior se muestra
un esquema del proceso de
arresto-liberacion del mutan-
te cdc10-129. La incubacion
a 37°C produce un bloqueo
de las células en la fase G1
(crecimiento monopolar). La
liberacién posterior a 25°C
permite la progresion del ci-
clo de forma sincronica. Las
cepas cdc10-129 y cdc10-
129 eng2A se bloquearon y
liberaron, tomando muestras
a distintos tiempos tras la li-
beracion para su tincién con
faloidina-Alexa-Fluor488 vy
analisis en el microscopio
de fluorescencia. Las flechas
verdes apuntan a polos celu-
lares con similar concentra-
cion de actina, mientras que
las flechas rojas indican cé-
lulas monopolares. Barra de
escala, 10 ym. B. Analisis de
la distribucion de actina en
células cdc10-129 y cdc10-
129 eng2A a los 150 minutos
de la liberacion con el progra-
ma ImagedJ. En el panel su-
perior se muestran imagenes
tomadas a los 150 minutos
de cada una de las cepas.
El panel central muestra
el resultado tras el analisis
con el programa ImagedJ. El
gradiente de intensidades
medidas en cédigo de colo-
res fue rojo-rosa-azul-verde.
Barra de escala, 10 pm. La
grafica muestra el recuen-
to de células monopolares
(m), bipolares (o) y septadas
(m) a lo largo del ensayo.

crecimiento monopolar. Cuando las células se
liberan a temperatura permisiva, 25°C, se produce
una salida de G1 y un crecimiento de manera
sincronica, por lo que la mayoria de las células
realizan NETO al mismo tiempo (Fig. 34A). Para
construir la cepa cdc10-129 eng2A, se utilizaron



los mismos cassettes que para construirel mutante
simple. Las cepas cdc10-129 y cdc10-129 eng2/A
se sincronizaron mediante incubacion a 37°C
durante 4 horas y posteriormente los cultivos se
incubaron a 25°C. A los 30 minutos de haber sido
transferidas a temperatura permisiva, algunas
células de la cepa cdc10-129 comenzaron a
crecer de forma bipolar con los parches de actina
distribuidos en ambos polos y el porcentaje de
células bipolares fue aumentando hasta alcanzar
un maximo a los 150 minutos de la liberacion (Fig.
34A). Esta transicion al crecimiento bipolar no fue
observada en la cepa cdc10-129 eng2A, ya que
tras 150 minutos de incubacién a temperatura
permisiva aun presentaba un elevado porcentaje
de células en las que los parches de actina
estaban localizados de forma mayoritaria
en uno de sus polos, indicando que seguian
creciendo monopolarmente. A los 210 minutos,
ya se observaban anillos de actomiosina en un
porcentaje similar en ambas cepas, o que indicaba
que el defecto observado en la cepa cdc10-129
eng2A no es un retraso en la progresién del ciclo
celular sino un defecto especifico en NETO (Fig.
34A).

Para corroborar que esta distribucion
asimétrica de la actina era real, se analizaron
las imagenes tomadas a los 150 minutos de la
liberaciéon con el programa Imaged, midiendo
la intensidad de fluorescencia en ambos polos.
Los resultados del analisis confirmaron que
mientras que en la cepa cdc10-129 la intensidad
de fluorescencia era similar en ambos polos,
en el mutante cdc10-129 eng2A la actina se
concentraba mayoritariamente en uno de ellos.
Al mismo tiempo, este analisis se utilizd para
cuantificar el numero de células monopolares y
bipolares en ambas cepas (Fig. 34B). El recuento
de estos datos mostré que a los 150 minutos de
la liberacién entre un 80-90% de las células de
la cepa cdc10-129 presentaban los parches de
actina distribuidos en los dos polos y con una
intensidad similar en ambos; sin embargo, en
la cepa cdc10-129 eng2A tan sélo un 35% de
las células mostraban una intensidad similar de
los parches en ambos polos. Estos resultados
indican que la proteina eng2 es necesaria para la
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activacion del crecimiento en el polo nuevo en un
elevado porcentaje de las células. Sin embargo,
este defecto en NETO no afecta a la progresion
del ciclo celular, ya que la formacion del septo
en el mutante eng2A ocurre al mismo tiempo
que en la cepa control (210 minutos) y con una
eficiencia similar (41% de la cepa silvestre frente
a 47% del mutante eng2A). Otra conclusiéon de
este experimento es que las células monopolares
del mutante eng2A son capaces de formar un
anillo de actomiosina y realizar citoquinesis sin
necesidad de pasar por la fase de crecimiento
bipolar. Para confirmar este punto, las células
correspondientes a la muestra de los 210 minutos
se tifleron con calcoflior, comprobandose que en
la cepa cdc10-129 la mayoria de las células que
presentaban septos habian crecido previamente
por ambos polos (> 80%) mientras que en la cepa
cdc10-129 eng2/A mas del 65% de las células que
tenian septo habian crecido Unicamente por uno
de sus polos (Fig.35).

Una tercera aproximacion utilizada para
analizar los defectos del mutante eng2A fue el
estudio in vivo e in situ del patréon de crecimiento
en la cepa silvestre y en el mutante. Para ello, se
prepararon una serie de portaobjetos especiales,
en los que se creaba una fina capa de medio
minimo solido para evitar que las muestras se
secaran durante el experimento y sobre ella se
colocaban las células a analizar. Una vez en el
microscopio, se tomaron fotos cada 5 minutos
durante unas 5-6 horas para estudiar el patron de
crecimiento de las células durante una generacion
completa. Una vez obtenidas las imagenes, se
elegian células con septo o que acababan de
separarse para estudiar su crecimiento hasta
que formaban un nuevo septo. Como es normal,
en la cepa silvestre la mayoria de las células
analizadas (> 85%) se alargaban inicialmente por
uno de sus polos y posteriormente crecian por
ambos (Fig. 36A, Video_4). Tan solo en un 14%
de las células analizadas se observé que una
de las dos células hijas era incapaz de activar
el crecimiento en el polo nuevo. Por el contrario,
los resultados obtenidos para el mutante eng2A
fueron mas heterogéneos, pudiendo clasificar las
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Figura 35.- Las células monopolares del mutante eng2A
son capaces de realizar citoquinesis. Muestras de los
cultivos sincronicos cdc10-129 y cdc10-129 eng2A corres-
pondientes a los 210 minutos después de la liberacion del
experimento mostrado en la Figura 34 se tifieron con cal-
coflior para marcar el septo y los polos de crecimiento.
Las flechas verdes indican células bipolares que han for-
mado septo, mientras que las flechas rojas sefialan célu-
las monopolares que han septado. Barra de escala, 10 ym.

células en 4 grupos en funcion de su patrén de
crecimiento (Fig. 36A). Un pequefio porcentaje
de células (6,25%) crecié de forma similar al
silvestre, es decir, inicialmente por el polo viejo y
posteriormente por ambos. En un segundo grupo
de células (18,75%), el patron de crecimiento sélo
estaba alterado en una de las células hijas que
no llevaba a cabo el NETO, mientras la otra era
silvestre. El tercer grupo (6,25%) eran aquellas
células que crecian de forma similar a los mutantes
tea1A o tea4/\, en los que una de las células hijas
crecia por el polo viejo y la otra lo hacia por el polo
nuevo. Sin embargo, el patron mas caracteristico
que presentaban las células del mutante eng2A
(68,75%) fue aquel en el que las dos células
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hijas crecian unicamente por el polo viejo, siendo
incapaces de llevar a cabo el NETO (Fig. 36A,
Video 5). Para estudiar en mayor detalle el
defecto del mutante eng2A, se midié la distancia
crecida por cada uno de los polos, utilizando
como referencia la cicatriz de septacion. Los
resultados obtenidos mostraron que en la cepa
silvestre las dos células hijas crecian por ambos
polos, aunque siempre se observaba un mayor
alargamiento por el polo viejo que por el nuevo
(Fig. 36B). Por el contrario, en las dos células hijas
del mutante eng2A el crecimiento se producia
unicamente por el polo viejo. Este analisis permitio
al mismo tiempo calcular el crecimiento total de
las células silvestres y mutantes. Por término
medio, las células de la cepa eng2A presentaban
un crecimiento total ligeramente inferior al de las
células silvestres (5,04 + 0,85 pym frente a los
5,92 + 1,52 um de la cepa silvestre).

En base a todos estos resultados, se puede
afirmar que el mutante eng2A presenta un defecto
en el crecimiento polarizado, ya que la mayoria
de sus células crecen de forma monopolar por el
polo viejo, siendo incapaces de llevar a cabo la
transicion al crecimiento bipolar o NETO.

El hecho de que la delecién de eng2* afectase
al patrén de crecimiento hizo que se planteara
la posibilidad de que la sobre-expresion del
mismo también provocara algun defecto en el
crecimiento. Para este estudio, se coloco el gen
eng2* bajo el control de un promotor reprimible
por tiamina (nmt1*) y se integré en el genoma
en su propio locus (Bahler et al., 1998b). De las
tres versiones existentes del promotor nmtf*
(3x, 41x y 81x), se utilizé la 3x, ya que es la que
produce unos mayores niveles de expresion. En
condiciones de represion, la cepa mostraba un
fenotipo similar al de la cepa silvestre. Cuando se
indujo la expresion en medio minimo en ausencia
de tiamina durante 20-24 horas, las células
adquirieron un tamano mayor al de las células
silvestres (Fig. 37A). Asi, mientras que las células
silvestres tenian una longitud de 13,27 + 1,62 ym
(n = 40 células), el promedio de las células que
sobreexpresaban eng2* era de 16,12 + 1,94 ym
(n =73 células). Por el contrario, el tamafio de las
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eng2A (n=32)

Figura 36.- El mutante eng2A cre-
ce de forma mayoritaria por el polo
viejo. A. El panel superior muestra
un esquema de los distintos patrones

de crecimiento de la cepa silvestre y

del mutante eng2A, indicandose con
un recuadro rojo el mas habitual. EI
panel inferior muestra las imagenes

E e P& P

del tiempo inicial y final de uno de los

6,25% 18,75%

ensayos. Las flechas indican la direc-
cion del crecimiento. Barra de escala,

5 um. B. Crecimiento de cada polo de
las células hijas. Se midio la distancia
desde la cicatriz de septacion a cada
polo en el tiempo inicial y final del ex-
perimento para calcular el crecimien-
to de cada polo. En el panel superior
se muestra un ejemplo del patrén de
crecimiento mas caracteristico de
cada cepa. Los asteriscos indican la
posicién de la cicatriz de septacion
(blanco = cicatrices antiguas; amarillo
= cicatriz generada en el ultimo ciclo),
las flechas indican la distancia des-

Crecimiento (um)

de la ultima cicatriz generada hasta
el polo viejo (blanco) o hasta el polo
nuevo (amarillo). Barra de escala, 5
um. El grafico muestra la distancia
promedio de crecimiento de cada
polo (en um) en la cepa silvestre (12
células) y el mutante eng2A (22 célu-
las), con la desviacion estandar. v1 =

células carentes de eng2* era ligeramente inferior
al de las células silvestres, con un promedio de
11,71 £ 1,18 um (n = 40 células) lo que concuerda
perfectamente con los datos mostrados anterior-
mente que indicaban que el crecimiento total de
las células del mutante era ligeramente inferior al
de las células silvestres. La cepa que contenia
el gen eng2* bajo el control del promotor nmt1*
mostraba un tamafo similar al de la cepa
silvestre, 13,49 £ 1,01 um (n = 49 células) cuando
se crecia en condiciones de represion. Para
tratar de ver si existia alguna relacion entre este
defecto y el citoesqueleto de actina, se realizd
una tincién del mismo. El unico defecto observado
cuando se sobreexpresaba eng2* fue una ligera
deslocalizacion de los parches de actina, que se
distribuian de forma mas homogénea en toda la
célula en lugar de concentrarse en los polos como
en una cepa silvestre (Fig. 37B). Este resultado
confirma el hecho de que variaciones en el nivel
de expresion de eng2* afectan al crecimiento
polarizado, produciendo una deslocalizacion del
citoesqueleto de actina.
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polo viejo célula hija 1; n1 = polo nue-
vo célula hija 1; v2 = polo viejo célula
hija 2; n2 = polo nuevo célula hija 2.

Como se ha comentado en la Introduccién,

el crecimiento polarizado es un proceso
muy complejo que implica la participacion
de numerosas proteinas. Como primera

aproximacion al estudio de la funcion de eng2
durante el crecimiento vegetativo, se procedi6 al
estudio de lalocalizacién de varias de las proteinas
implicadas en NETO vy el crecimiento polarizado
para determinar en qué paso era necesaria la
proteina eng2. Las proteinas seleccionadas
fueron: tea1, proteina que forma un complejo
con tea4 y funciona como marcador de polaridad
(Martin, 2009; Martin y Chang, 2005; Martin et
al., 2005); pom1, una quinasa relacionada con el
crecimiento polarizado, la citoquinesis y el control
de ciclo celular (Almeida y Tyers, 2009; Bahler y
Nurse, 2001; Bahler y Pringle, 1998; Huang et
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Figura 37.- Variaciones en el nivel de expresion de eng2* afectan al crecimiento celular. A. Cultivos asincrénicos
de las cepas silvestre (WT), eng2A y una cepa que contiene el gen eng2* bajo el control de la version fuerte del promotor
nmt1* (Pnmt3x_eng2) crecidos en presencia (+T) o ausencia (-T) de tiamina. Se midié la longitud del eje mayor en al menos
40 células de cada cepa. Barra de escala, 10 um. B. Tincién de actina con faloidina-Alexa-Fluor488. Barra de escala, 5 pm.

al., 2007; La Carbona y Le Goff, 2006; Martin y
Berthelot-Grosjean, 2009; Moseley et al., 2009;
Sawin, 2009; Tatebe et al., 2008); for3, la formina
responsable de la formacion de los cables de
actina durante interfase (Feierbach y Chang,
2001; Martin y Chang, 2006; Martin et al., 2005;
Martin et al., 2007b); wsp1, proteina de la familia
WASP vy principal activador del complejo arp2/3
(Lee et al., 2000; Sirotkin et al., 2005); arpC5,
una de las subunidades del complejo arp2/3
responsable de la nucleacion de los parches de
actina y que esta implicado en la endocitosis (Lee
et al., 2000; Pollard, 2007; Robinson et al., 2001;
Sirotkin et al., 2005); myo52, miosina de Clase V
implicada en la secrecién polarizada, la dinamica
de los microtibulos y la citoquinesis (Martin-
Garcia y Mulvihill, 2009; Mulvihill et al., 2006; Win
etal., 2001) y bgs4, una de las subunidades de la
B-glucan sintasa esencial durante la citoquinesis
y el crecimiento polarizado (Cortés et al., 2005).
La eleccion de estas proteinas se hizo en base a
su importancia y a su actuacion en las distintas
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etapas del crecimiento polarizado.

Para analizar la localizacion de estas
proteinas, se utilizaron versiones de las mismas
etiquetadas con la proteina fluorescente verde
(GFP), amarilla (YFP) o cian (CFP) tanto en la
cepa silvestre como en el mutante eng2A. Esto
permiti®6 comparar el patron de
en ambas cepas. En la figura 38 se resume la
localizacion de todas ellas, mostrando Unicamente
una imagen representativa del patrén general
observado en cada cepa en células que deberian
haber superado NETO. Las proteinas tea1, pom1,
for3 y wsp1 no presentaban defectos aparentes
en su localizacion en el mutante eng2A en
comparacioén con la cepa silvestre, lo que indicaba
que no existian graves defectos en el ensamblaje
del polarisoma y en la formacion de los cables
de actina. Sin embargo, la subunidad arpC5 del
complejo arp2/3 mostré una despolarizacion
de su localizacion, distribuyéndose de forma
homogénea a lo largo de la célula y no de forma
concentrada en los polos como en el silvestre.

localizacion



Adicionalmente, proteinas que participan en el del mismo. En la figura 40 se muestra con
crecimiento polarizado una vez establecido el mas detalle la localizacion de arpC5-GFP en
punto de crecimiento, como myo52 y bgs4, se células silvestres y mutantes, asi como una
localizaban mayoritariamente en uno de los polos cuantificacion del porcentaje de células en las
enlugarde presentarunadistribucion bipolar como que la proteina se localizaba de forma polarizada
ocurre en el silvestre (Fig. 38). Para confirmar o dispersa en la célula. Como puede observarse,
que la localizacion de myo52 y bgs4 correspondia de nuevo el porcentaje de células mutantes en las
con el polo activo de crecimiento, las células que que arpC5-GFP estaba despolarizado coincide
contenian myo52-GFP y bgs4-GFP fueron tefiidas perfectamente con el porcentaje de células
con calcoflior y analizadas en el microscopio. monopolares observado previamente.

Los resultados mostraron que ambas proteinas Todos estos resultados indican que el defecto
se localizaban siempre coincidiendo con el polo en NETO observado en el mutante eng2A no
de crecimiento celular (Fig. 39). Los porcentajes se debe a una incorrecta localizacion de los
de células monopolares y bipolares (entre el 60- marcadores de polaridad o del polarisoma y que
70% de células monopolares) determinados en el principal defecto que produce la ausencia de la
la cepa mutante mediante estas aproximaciones proteina eng2 es una depolarizaciéon del complejo
coinciden perfectamente con lo datos obtenidos arp2/3, implicado en la endocitosis.

mediante tincién de calcofltor o actina.

Ya que el principal defecto observado en las
células mutantes fue el defecto en la localizaciéon
de la subunidad arpC5 del complejo arp2/3, se Una vez analizado a qué nivel podria actuar
procedié a realizar un analisis mas detallado eng?2 en el crecimiento polarizado, se procedio al

Proteina eng2A Localizacion
tea1-GFP - - Correcta
pom1-GFP - - Correcta
for3-3GFP - - Correcta
wsp1-YFP _ - Correcta
arpC5-CFP _ _ Despolarizada
myo52-GFP - - Monopolar
bgs4-GFP - - Monopolar

Figura 38.- Localizacion de proteinas relacionadas con el crecimiento polarizado en el mutante eng2A. Se muestra una
imagen representativa del patron general de localizaciéon de cada proteina observado en la cepa silvestre (WT) y en el mutante
eng2A. En la ultima columna se indica la localizacion de la proteina analizada en el mutante eng2A con respecto a la cepa silves-
tre. Barra de escala, 2 um.
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Calcofluor

bgs4-GFP

estudio de su localizacion y dinamica en la célula
para determinar si era similar a la de alguna de
las proteinas implicadas en NETO o crecimiento
polarizado previamente descritas. Para generar
proteinas de fusion con proteinas fluorescentes
se utilizaron dos aproximaciones diferentes:

1) Marcar eng2 con la GFP en el extremo
carboxilo bajo el control de su propio
promotor.

2) Clonar eng2* en un plasmido bajo el

control de su propio promotor y etiquetar

Células (%)
gEEEEEEEE

H Monopolares OBipolares

WT eng2A

Figura 39.- Localizacién
de myo52 y bgs4 en el
mutante eng2A. Loca-
lizacion de la proteina
myo52-GFP (A) y bgs4-
GFP (B) en células eng2A
tefliidas con calcofluor.
Las graficas muestran
el porcentaje de células
con localizacién mono-
polar (m) o bipolar (o) de
cada proteina en la cepa
silvestre y el mutante
eng2A (n = 150 células).
Barras de escala, 5 pm.

B Monopolares O Bipolares

su extremo carboxilo con la proteina
fluorescente roja (mCherry).

Antes de proceder al estudio de la localizacion

de las proteinas de fusién, se comprobd su

funcionalidad

introduciéndolas en el mutante

eng2?A y analizando si eran capaces de
complementar el defecto en NETO. El estudio de
dos clones independientes mostrd que aunque en
ambos casos el nivel de proteina era similar (Fig.
41, panel superior), sélo uno de ellos era capaz

de complementar el fenotipo del mutante eng2A

OPolarizados W Despolarizados

Células (%)

Figura 40.- Localizacion de arpC5-GFP en el mutante eng2A. Localizacion de la proteina arpC5-GFP en la cepa silvestre y
el mutante eng2A. La grafica muestra el porcentaje de células en las que arpC5-GFP se encuentra concentrada en los polos
(m) o despolarizada (m) en toda la célula en la cepa silvestre y el mutante eng2A (n = 150 células). Barra de escala, 10 ym.
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WT eng2-GFP1  eng2-GFP2 eng2A

Figura 41.- Patrones de localizacion de la proteina eng2-GFP. En el panel superior se muestra un ensayo tipo Western-blot
con anticuerpos especificos contra la proteina fluorescente verde (GFP) de células asincronicas creciendo en fase exponencial
(1 = extracto total; 2 = sobrenadante centrifugado a 3300 xg; 3 = sobrenadante centrifugado a 14000 xg). Los paneles medios
e inferiores muestran el patron de crecimiento y localizacion de eng2 en los clones eng2-GFP1 (OL896) y eng2-GFP2 (OL897).
Barra de escala, 5 um. La grafica muestra el porcentaje de células con localizacidn monopolar o bipolar de cada clon en relacion

con la cepa silvestre y el mutante eng2A.

(Fig. 41, panel medio y grafica). Al analizar ambas
cepas se observd que el patron de localizacion
de la proteina era diferente. Mientras que en
la cepa eng2-GFP1 la proteina se localizaba
en forma de puntos en el citoplasma celular y
complementaba el defecto del mutante eng2A,
en la cepa eng2-GFP2 la localizacion era difusa
en el citoplasma y no complementaba el fenotipo
del mutante eng2A (Fig. 41, panel inferior). Las
diferencias en el patron de localizacion eran
debidas a una mutacién generada durante el
proceso de recombinacién en el marcaje de la
proteina. Mientras que en la cepa eng2-GFP2 la
proteina fluorescente verde habia recombinado
de acuerdo con el disefio del cassette, en la
cepa eng2-GFP1 se habia producido un cambio
de dos aminoacidos en la proteina, pasando de
Ala-Ser (posiciones 690-691) a Gly-Leu-Gly. Este
cambio entre eng2 y la GFP quizas produce un
mejor plegamiento de eng2, lo que le permite
a la proteina complementar los defectos del
mutante eng2A. Puesto que el clon eng2-GFP1
era capaz de complementar totalmente el defecto
del mutante eng2A, el resto de los experimentos
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descritos en esta Memoria se realizaron con esta
construccion. La proteina eng2-mCherry presenta
el mismo cambio que la proteina eng2-GFP1 y
también es capaz de complementar los fenotipos
del mutante eng2A.
Cuando se analizd la localizacion de la
proteina eng2-GFP, inicialmente se observé que
esta proteina localizaba como un punto en el
citoplasma de la célula, aunque con exposiciones
mas largas era posible observar varios puntos de
menor intensidad (Fig. 42A). Para cuantificar con
mayor precision el numero de puntos presentes
en cada célula, se tomaron imagenes de cultivos
asincronicos capturando 8 planos en el eje z
(con una separacion de 0,6 um entre planos) y
posteriormente se generd la proyeccion maxima
de cada una de ellas. Los resultados obtenidos
indicaron que las células contenian entre 1y 5
puntos por célula, de los cuales uno solia ser
mas grande y brillante. La mayoria de las células
presentaban 1 (29%), 2 (38%) o 3 puntos (27%),
aunque también existian células con 4 (5%) y
5 puntos (1%). Las células con 5 puntos o mas



Mezcla

Figura 42.- Localizacién y dinamica de la
proteina eng2-GFP durante el crecimiento
vegetativo. A. Las fotos muestran el plano
medio de las células (DIC), la proyeccién
maxima de la fluorescencia de 8 secciones
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cubriendo todo el grosor de las células (GFP)
y la mezcla de las dos imagenes. Barra de
escala, 10 um. B. Analisis de la localizacion

Eje Y (um)

0o 1 2 3 4 5
0
1
2
3

de eng2-GFP durante 5 minutos (en una
cepa eng2-GFP cut11-GFP). cut11 es una
nucleoporina asociada a la envuelta nuclear
y al SPB durante mitosis (West et al., 1998).
En cada tiempo, la imagen es la proyeccion
maxima de 8 planos. La grafica muestra la
trayectoria de desplazamiento y distancia re-
corrida por eng2-GFP durante el ensayo (rojo
= trayectoria corta; verde = trayectoria larga).
Barra de escala, 1 ym. C. El panel superior
muestra un esquema del método utilizado
para el analisis. Se capturaron imagenes
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cada minuto durante 150 minutos, tomando
8 planos en el eje z para cada tiempo. Pri-
mero se generd la proyeccion maxima de

Todas las i Pr
(Total = 8)

Y .
de un tiempo Todos los tiempos

—
= >
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Proyeccion
temporal

AN

cada tiempo (recuadro amarillo). Posterior-
mente las proyecciones maximas se apila-
ron y proyectaron de nuevo para obtener

Citoquinesis

la proyeccién maxima de todos los tiempos
(proyeccion temporal, recuadro rojo). De

eran muy infrecuentes. Cuando se analizd la
localizacion de eng2-GFP a lo largo del tiempo
(mediante experimentos de “time-lapse”), se
pudo comprobar que tanto el punto intenso
como los menos brillantes eran dinamicos y se
movian en el citoplasma. Como todos los puntos
presentaban una dinamica y comportamiento
similar, para los analisis de localizacion a lo largo
del tiempo y co-localizacion con otras proteinas
que se describen en este capitulo se ha utilizado
siempre el punto mas brillante, al ser mas facil de
visualizar. El analisis de distintas células permitio
determinar que durante interfase la proteina
eng2-GFP presentaba una serie de movimientos
de corto recorrido y restringidos a cada polo que
alternaban con desplazamientos mas rapidos y
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esta manera, cada imagen contiene la infor-
macion de la localizacion de eng2-GFP a lo
largo de todo el ensayo de time-lapse. En el
panel inferior se muestran detalles de la lo-
calizacion y trayectoria de desplazamiento de
eng2-GFP durante el crecimiento monopolar
(OETO), el crecimiento bipolar (NETO) y du-
rante la citoquinesis (Citoquinesis). Barra de
escala, 1 ym.

de mayor distancia que hacian que el punto se
desplazara de polo a polo. En la figura 42B se
muestra un ejemplo de cada tipo de movimiento
(corto y largo) y la trayectoria que sigue el punto
a lo largo del tiempo. Como puede observarse,
los movimientos cortos son aleatorios y sin un
patrén definido y la distancia recorrida entre cada
tiempo no supera los 0,5 um. Por el contrario, los
largos van de polo a polo, recorriendo distancias
superiores a los 10 ym.

Dado el comportamiento dinamico de eng2-
GFP, se procedié a analizar su localizacién
durante las distintas fases del ciclo celular
tomando imagenes cada minuto durante 150

minutos. Para analizar los resultados de estos



experimentos de una forma mas simple, se utilizd
una técnica que hemos denominado “proyeccion
temporal” y que en esencia consiste en apilar
las imagenes de cada tiempo y generar una
proyeccion maxima de todas ellas (ver detalles
en el pie de la Fig. 42C). De esta manera, una
imagen muestra toda la informacion
espacial sobre la localizacion de eng2-GFP a
lo largo de cada ensayo. También se generaron
videos del desplazamiento de eng2-GFP que
se incluyen como material suplementario. Este
analisis nos permitié determinar que cuando las
células estaban creciendo de forma monopolar
(OETO en Fig. 42C y Video_6), eng2-GFP se
movia de forma mayoritaria en uno de los polos,
acercandose y alejandose de la membrana. Esta
imagen es la proyeccion de 150 minutos, en la
que también se ha marcado la trayectoria que
sigue eng2-GFP a lo largo del tiempo con una
linea verde. Como puede observarse, la mayoria
de los movimientos son cortos y aleatorios, sin
un patrén definido. Por el contrario, en células
que ya habian hecho NETO y estaban creciendo
de forma bipolar (NETO en Fig. 42C y Video_7),
eng2-GFP alternaba los movimientos cortos en
un polo con desplazamientos de polo a polo,
aunque no pudo observarse ninguna relacion
entre el desplazamiento de eng2 y la activacion
del crecimiento en el polo nuevo. Como se
observa en la trayectoria mostrada en la parte
derecha de la figura (que condensa la informacién
de 150 minutos), eng2 se desplaza varias
veces de un polo a otro. Finalmente, durante la
citoquinesis (Citoquinesis en Fig. 42C y Video_8),
los movimientos de eng2-GFP se concentraban
Unicamente en la regidn del anillo de actomiosina,
pero sin llegar a formar parte de él. Resultados
similares se obtuvieron cuando se empled la
fusion eng2-mCherry.

unica

La proteina eng2 no presenta ningun
dominio motor en su estructura, lo cual indica
que su movilidad debe ser dependiente de otras
proteinas motoras -como myo52- o de diversas
estructuras celulares, como el citoesqueleto de
actina o los microtubulos. Para comprobar si eng2
era transportada a través de los microtubulos
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de forma similar a las proteinas teal-tea4, se
construyé la cepa nmt1*_GFP_ath2 (versién
41x) eng2 GFP, en la que era posible analizar
la localizacion de estas dos proteinas en la
misma célula. Mediante analisis de “time-lapse”,
se comprobd que no existia una relacion entre
los microtubulos y eng2, ya que eng2-GFP no
localizaba ni en la punta de los microtubulos (como
tea1-tead) ni tampoco a lo largo de los mismos
(como tea2, tip1 o mal3) (datos no mostrados).
Para confirmar esta independencia, se analizé la
dinamica de eng2-GFP en células a las que se
les habia despolimerizado el citoesqueleto de
microtubulos. Para ello, la cepa nmt1*_GFP_atb2
eng2 GFP fue sometida a un tratamiento con
MBC 25 pM durante 15 minutos a temperatura
ambiente; este tratamiento fue suficiente para
despolimerizar los microtubulos sin afectar a
otras estructuras celulares (Sawin y Snaith,
2004). En estas condiciones, la proteina eng2-
GFP mantuvo su movilidad y dinamica, lo que
confirmd que los microtibulos no participaban
en el desplazamiento de eng2 (Video 9). Como
control se utilizé la misma cepa tratada con
DMSO, solvente utilizado para disolver el MBC
(Video_10). Por tanto, estos resultados indican
que el movimiento de eng2-GFP es independiente
del citoesqueleto de microtubulos.

Un mecanismo alternativo para el transporte
intracelular de proteinas y organulos son los
cables de actina, que actuan dirigiendo el
movimiento de las vesiculas secretoras hacia los
polos, proceso en el que también intervienen las
miosinas de Clase V, como myo52 (Mulvihill et al.,
2006; Mulvihill et al., 2001; Win et al., 2001). Para
determinar sila dinamica de eng2 era dependiente
del citoesqueleto de actina, se plantearon diversas
aproximaciones. En primer lugar, se construyo
una cepa que contenia eng2 mCherry (en el
plasmido pJED18) y 41nmt1*_GFP_CHD _rng2
(dominio de homologia a calponina de la proteina
rng2, que posee la capacidad de unirse a la
actina, y por tanto sirve de marcador de los cables
de actina), en la que poder analizar si existia
colocalizacion entre eng2 y los cables de actina.
Mediante ensayos de “time-lapse” en un Unico
plano, se pudo comprobar que en determinados



Figura 43.- eng2 se desplaza asociada a los cables de actina. El panel superior muestra una imagen general de una célula
que contiene eng2-mCherry y GFP-CHD-rng2 a tiempo inicial y tiempo final de un experimento de “time-lapse”. El panel inferior
muestra un detalle ampliado de la regién marcada con un recuadro en la que se observa con mas detalle el movimiento de eng2-
mCherry a lo largo de los cables de actina. Las flechas indican el momento en que eng2 se desplaza a lo largo del cable. Los
numeros indican la escala temporal (en segundos). Barra de escala, 3 ym.

momentos la proteina eng2-mCherry localizaba
con los cables y parecia desplazarse a lo largo de
ellos. Es interesante que la asociacion observada
s6lo tenia lugar en movimientos largos, cuando
eng2 se movia de polo a polo o del polo al anillo
(Fig. 43). En los movimientos cortos dentro
de cada polo o en la region del anillo no se
observé nunca una colocalizacién entre eng2 y
los cables de actina, lo que indica que este tipo
de desplazamientos parecen ser independientes
de los cables de actina. Para confirmar que al
menos el desplazamiento de eng2 de polo a
polo era dependiente de los cables de actina,
una cepa que contenia eng2-GFP fue tratada
con Latrunculina A 50 uyM durante 30 minutos
a temperatura ambiente antes de analizar su
dinamica. Este tratamiento fue suficiente para
despolimerizar tanto los parches como los cables
de actina (Fig. 44B). Como control se utilizé la
misma cepa, tratada en las mismas condiciones
con DMSO (solvente de la Latrunculina A). Se
hicieron experimentos de microscopia a lo largo
del tiempo durante 20 minutos, tomando fotos
cada minuto. Para su andlisis, se generd la
proyecciéon temporal de cada experimento para
poder medir el desplazamiento de eng2-GFP en
células tratadas con LatA y control. Bajo estas
condiciones, la movilidad y dinamica de eng2-
GFP se redujo de forma drastica, ya que el 50% de
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los puntos de eng2-GFP permanecian inmoviles
durante el tiempo del ensayo (flechas rojas en
la Fig. 44A); el resto de los puntos presentaban
ciertos movimientos, pero en todos los casos
eran cortos y en torno a la posicion inicial, como
los desplazamientos dentro del polo descritos
anteriormente. Para cuantificar el defecto en la
movilidad de eng2-GFP, se midio la distancia
media recorrida por la proteina en células
tratadas con LatA y sin tratar. Mientras que en la
cepa tratada con DMSO la distancia media era
de unas 8 ym (n = 30 células), en la cepa tratada
con LatA la media se redujo hasta las 3 pm (n =
60 células). Ademas, en la cepa tratada con LatA,
eng2-GFP perdia la capacidad de moverse de
polo a polo, pero no en la que se traté con DMSO
(Fig. 44A). Estos resultados permiten concluir que
el movimiento de eng2 entre los polos de la célula
depende del citoesqueleto de actina, habiéndose
observado una colocalizacion entre eng2 y los
cables de actina en estos desplazamientos,
mientras que los movimientos mas cortos en cada
polo son independientes de los cables de actina.

Ya que el desplazamiento de largo recorrido
de eng?2 parecia ser dependiente de los cables de
actina, se procedié a comprobar si las miosinas
de Clase V también estaban implicadas en este
proceso. Para ello, se construy6 la cepa myo52A
eng2 GFP. El mutante myo52A presenta una



Figura 44.- Los movimientos de polo a polo de eng2 son dependientes del citoesqueleto de actina. A. Detalle de la mo-
vilidad de la proteina eng2-GFP en células tratadas con DMSO o Latrunculina A. A la izquierda se muestra una imagen en DIC
del plano medio de las células, a la derecha se muestra la proyeccion temporal de un ensayo de time-lapse de 20 minutos de
duracién tomando 8 seccion en cada tiempo. Las flechas rojas sefialan aquellos puntos de eng2 que no se movieron a lo largo
del ensayo. Barra de escala, 10 um. B. Tincién del citoesqueleto de actina con faloidina-Alexa-Fluor488 de células tratadas con
DMSO o Latrunculina A. Barra de escala, 10 ym.

pérdida parcial de la polaridad, crecimiento
lento y alteraciones en citoquinesis; todos estos
defectos se deben a la ausencia de una correcta
secrecion polarizada. La cepa myo52A eng2
GFP presentaba la morfologia tipica del mutante
myo52A. Sin embargo, la dinamica de eng2-GFP
y el desplazamiento de polo a polo no estaba
afectado (Video_11) y era similar al de la cepa
control utilizada (OL896, Video_12), lo que indica
que myo52 no esta implicada en el movimiento de
eng2.

De forma conjunta, todos estos resultados
indican que eng2 es una proteina muy dinamica,
existiendo dos tipos de movimientos: unos cortos
y locales en torno a cada polo, acompafados
ocasionalmente con desplazamientos de polo a
polo o a la region del anillo. Estos dos tipos de
movimientos son completamente independientes
de myo52 y de los microtubulos, pero tienen una
diferente dependencia de los cables de actina,
ya que esta estructura es necesaria Unicamente
para los desplazamientos largos.

58

En S. pombe, se han descrito hasta el
momento al menos otras tres proteinas que
también localizan como puntos dinamicos en
el citoplasma de la célula. Una de ellas es la
formina cdc12, necesaria para el ensamblaje de
filamentos de actina en el anillo contractil durante
el proceso de citoquinesis, pero que durante
interfase se localiza como un punto dinamico en
la célula. También las miosinas ric1 y myp2 se
localizan como puntos citoplasmicos moviles. ric1
es la cadena ligera reguladora de las miosinas
de Clase Il, mientras que myp2 es una de las
cadenas pesadas de las miosinas de Clase Il, y
ambas proteinas colocalizan durante interfase
(Coffman et al., 2009; Wong et al., 2002; Wu et al.,
2006). Para comprobar si eng2 colocalizaba con
alguna de estas proteinas, cepas que contenian
cdc12-3YFP y rlc1-3GFP se transformarén con
el plasmido pJED18 (eng2-mCherry). El analisis
de estas cepas, mostré6 que ninguna de estas
dos proteinas colocalizaba con eng2 durante
el ciclo vegetativo de S. pombe. En la Figura



Figura 45.- eng2 no colocaliza con la formina cdc12 ni
con la miosina de Clase Il rlc1. A. Localizacién de eng2-
mCherry (izquierda) y cdc12-3YFP (centro) en la misma célu-
la. B. Localizacién de eng2-mCherry (izquierda) y ric1-3GFP
(centro) en la misma célula. A la derecha se muestra la mez-
cla de las dos imagenes anteriores. Barras de escala, 5 ym.

45 se muestra un ejemplo de la localizacion de
eng2-mCherry y cdc12-3YFP en la misma célula
(Fig. 45A) o de eng2-mCherry y rlc1-3GFP (Fig.
45B). Estudios recientes han demostrado que la
proteina Isb1 también localiza en forma de puntos
de forma similar a eng2 (Matsuyama et al., 2006).
Proteinas de esta familia se han relacionado con
la organizacién del citoesqueleto de actina y la
endocitosis en S. cerevisiae (Dewar et al., 2002;
Madania et al., 1999; Robertson et al., 2009a).
Para analizar esta posible interaccion se etiquetd
la proteina Isb1 con la proteina fluorescente
amarilla (YFP) bajo el control de su propio
promotor. Isb1-YFP se localiza de forma similar
a eng2-GFP, como varios puntos citoplasmaticos
uno de los cuales presenta una mayor intensidad;
ademas, al igual que eng2 y a diferencia de
cdc12, rlc1 o myp2, durante la citoquinesis se
mantiene como uno o varios puntos en la region

Isb1-YFP

Figura 46.- Localizacion de la proteina Isb1-YFP durante
el crecimiento vegetativo. Se muestra la proyeccion maxi-
ma de la fluorescencia de 8 secciones cubriendo todo el gro-
sor de las células (Isb1-YFP), el plano medio de las células
(DIC) y la mezcla de las dos imagenes. Barra de escala, 5 ym.
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del septo pero nunca llega a formar un anillo (Fig.
46). Para comprobar si eng2 y Isb1 colocalizaban,
la cepa Isb1-YFP se transformé con el plasmido
pJED18 (eng2-mCherry) y se analizd6 en el
microscopio de fluorescencia. Ambas proteinas
colocalizan de forma precisa tanto en el punto
mas brillante como en los de menor tamafo (Fig.
47). Ademas, ensayos de “time-lapse” mostraron
que ambas proteinas se desplazaban de forma
conjunta a lo largo del tiempo (Video_13). Otro
resultado interesante fue el hecho de que la
localizacion de eng2 se encuentre parcialmente
alterada en el mutante /sb1A; apareciendo una
cierta fluorescencia difusa en el citoplasma y
también en el nucleo (Fig. 48). En conjunto, estos
resultados indican que eng2 y Isb1 (y quizas otras
proteinas) estan formando un complejo implicado
en la organizacion del citoesqueleto de actina en
S. pombe.

Estudios previos realizados en nuestro grupo
de investigacion han demostrado que la proteina
eng2 de S. pombe es una endoglucanasa
especifica de enlaces -1,3 (Martin-Cuadrado et
al., 2008b). De forma similar a la proteina Eng2
de S. cerevisiae, eng2 presenta dos regiones
claramente identificables en su secuencia. En
el extremo amino contiene una region rica en
prolinas, similar a los motivos de interaccion

5 ° -
Isb-YFP eng2-mCherry Mezcla DIC+Mezcla

Figura 47.- eng2 colocaliza con la proteina Isb1. Lo-

calizacion de Isb1-YFP y eng2-mCherry en las mis-
mas células. Los paneles inferiores muestran el mis-
mo grupo de células que los superiores a tiempos de
exposicion mas largos y forzando los histogramas. A la
derecha se muestra la mezcla de las dos imagenes an-
teriores (sin y con imagen de DIC). Barra de escala, 5 pm.



Figura 48.- Localizacion de la proteina eng2-GFP en el
mutante Isb7A. Se muestra el plano medio de las células
(DIC) y la proyeccion maxima de la fluorescencia de 8 sec-
ciones cubriendo todo el grosor de las células (eng2) en la
cepas silvestre y el mutante /sb7A. Barra de escala, 5 ym.

con los dominios SH3 (Mayer, 2001; Tong et al.,
2002; Tonikian et al., 2009) (Fig. 32B y C). El
resto de la proteina constituye el dominio comun
de las proteinas de la familia GH81. Al analizar
la estructura secundaria de la proteina, se puede
distinguir una segunda organizacién dentro
de este dominio comun. Mientras que la zona
mas proxima al extremo amino esta formada
mayoritariamente por laminas f, el extremo
C-terminal es rico en hélices a (Fig. 49). Este
modelo de organizacion también se encuentra
conservado en Eng2 de S. cerevisiae, y se ha
descrito que la region C-terminal contiene el

rDominio Familia GH81—*

Hélices o X

eng2 B Laminas B

domino catalitico de la proteina (Martin-Cuadrado
et al., 2008b).

El hecho de que una proteina con actividad
glucanasa se localice en el citoplasma de la
célula resulta un hecho sorprendente, ya que
estaria separada de su sustrato natural (los
glucanos de la pared celular) por la membrana
plasmatica. Mas sorprendente todavia es el
hecho de que esta proteina parecia desempefar
una funcion durante la transiciéon del crecimiento
monopolar a bipolar, lo que llevé a plantearnos la
cuestion de si la actividad catalitica de eng2 era
necesaria para esta funcién o no. Para responder
a esta pregunta, y al mismo tiempo analizar
la importancia de las distintas regiones de la
proteina en su funcién en NETO, se construyeron
una serie de mutaciones y versiones truncadas
de la misma. En primer lugar, se cre6 un mutante
puntual que carece de actividad glucanasa. En la
proteina Eng2 de S. cerevisiae, se ha descrito que
los glutamicos E609 y E613 son esenciales para
su actividad glucanasa in vitro, ya que su cambio
a alanina elimina completamente la actividad
catalitica (Martin-Cuadrado et al., 2008b). En
la proteina de S. pombe, estos glutamicos se
encuentran en posiciones 533 y 537 por lo que
se construy6 una proteina en la que E537 habia
sido sustituido por una alanina (eng2- E537A; Fig.
50A), y se comprobd que esta mutacion también
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Figura 49.- Estructura se-
cundaria de la proteina
eng2 en S. pombe. El panel
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superior muestra un esquema
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todo-a. En el panel inferior
se muestra la prediccion de
la estructura secundaria de
eng2 generada por Jpred3
(Universidad de Dundee).



eliminaba la actividad glucanasa de la proteina
mediante ensayos in vitro. Esta construccién nos
permiti6 comprobar si la actividad glucanasa era
necesaria para su funcion durante el crecimiento
polarizado. Una segunda versidon construida
de eng2 fue aquella en la que se elimind la
region rica en prolinas del extremo N-terminal
(eng2A1-36). Con esta construccion se tratd
de determinar si las posibles interacciones con
otras proteinas eran importantes para su funcion.
También se estudid el efecto de la delecion de
todo el extremo amino, incluyendo la region rica
en prolinas y laminas B (eng2A1-303). Por ultimo,
se analiz6 la funcionalidad de la proteina en la
que soOlo estaban presentes los motivos ricos
en prolinas y las laminas (3 eliminando la region
rica en hélices a (eng2A348-706). Todas estas
construcciones fueron clonadas en el vector pAU-
KS (ver Materiales y Métodos) bajo el control
del promotor de eng2* e introducidas en la cepa

A

Laminas B Hélices o

eng2
eng2-E537A
eng2A1-36
eng2A1-303

eng2A348-706

eng2A1-36
A

[ FenotipoWT [ Fenotipo eng2A Fenotipo intermedio

B monopolares O bipolares

Células (%)
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eng2A. Como controles, se utilizaron la cepa
silvestre, el mutante eng2A, la proteina eng2
silvestre clonada en el vector de clonacion (pAU-
KS) y el vector de clonacion.

Con las versiones truncadas de eng2 y sus
respectivos controles se transformdé una cepa
eng2A (OL759), siendo analizada mediante
tincién con calcofltor en el microscopio de
fluorescencia para determinar el porcentaje
de células monopolares y bipolares en cada
caso. Mientras que la cepas que habian sido
transformadas con la proteina silvestre o la version
eng2-E537A mostraban un fenotipo similar a
la cepa silvestre (Fig. 50A), en aquellas que
portaban las versiones eng2A1-36 o eng2A1-303
existia una mayor abundancia de células
monopolares, como ocurre en el mutante eng2A
(Fig. 50A). La cepa transformada con la versién
eng2A348-706 exhibia un fenotipo intermedio

Figura 50.- Estudio de la
funcion de los diferentes do-
minios de eng2. A. El panel
superior izquierdo muestra un
esquema de las diferentes ver-
siones generadas de la protei-
na eng2. En amarillo se mues-
tra la region rica en prolinas,
en verde el dominio comun a la
familia 81 de las glicosil hidro-
lasas, en azul el Par Catalitico
nativo y en rojo el Par Catali-
tico con una mutacion puntual
en la posiciéon 537 (E—A).
En el resto de los paneles se
muestra el patrén de creci-
miento mas caracteristico de
cada uno de los truncamien-
tos. Las flechas indican la di-
reccion y patron de crecimien-
to (verde = crecimiento bipolar;
rojo = crecimiento monopolar).
Barra de escala, 10 ypm. B. El
grafico muestra los porcenta-
jes de células que presentaban
un patréon de crecimiento mo-
nopolar (m) o bipolar (o) para
cada una de las versiones de
eng2. En verde se muestran
los truncamientos con fenotipo
silvestre, en rojo aquellos que
presentaban fenotipo eng2A
y en amarillo los que mostra-
ban un fenotipo intermedio.



(Fig. 50A). Para cuantificar el defecto de cada
una de las mutaciones, se hizo un recuento de
células con crecimiento monopolar y bipolar (las
células en septacion no se consideraron ya que
representaban un porcentaje similar en todos
los casos). Los transformantes que contenian la
proteina silvestre o eng2-E537A mostraban un
porcentaje de células monopolares y bipolares
similar a la cepa silvestre, mientras que las cepas
transformadas con eng2A1-36 o eng2A1-303
mostraban porcentajes similares al mutante
eng2A (Fig. 50B). La cepa eng2A348-706 exhibia
el mismo porcentaje de células monopolares
y bipolares. Este defecto podria deberse a la
ausencia de expresion de las versiones truncadas
o la inestabilidad de las mismas. Para comprobar
que éste no era el caso, se realizaron ensayos de
actividad glucanasa in vitro y complementacion
del fenotipo de esporulaciéon que se describe en
el capitulo siguiente. Los resultados indicaron
que todas ellas se expresaban y eran estables
(datos no mostrados). Todos estos resultados
permitieron concluir que la actividad glucanasa
no es necesaria para la funcion de eng2 en el
crecimiento polarizado de S. pombe, mientras
que los primeros 36 aminoacidos de la proteina
son esenciales para la misma.

La version eng2A1-36 se mostré como la mas
interesante, ya que la simple delecion de la region

eng2A1-36-mCherry

rica en prolinas tenia como resultado la pérdida
completa de su funcionalidad. Para averiguar si
este fenotipo era consecuencia de defectos en
la localizacién de la proteina, marcamos la cepa
eng2A1-36 con una version de la proteina roja
fluorescente (eng2A1-36-mCherry), siendo ésta
la unica copia de eng2 presente en la célula.
La proteina eng2A1-36-mCherry se localizaba
de forma difusa en el citoplasma y también se
concentraba en los nucleos celulares, pero en
ningin caso se encontré localizada en forma
de puntos en el citoplasma (Fig. 51). Ademas,
cuando se determind el porcentaje de células
monopolares y bipolares, se comprobd que su
fenotipo era similar al de las cepas eng21-36A 'y
del mutante eng2A (Fig. 51). Por tanto, la region
1-36 que contiene la regién rica en prolinas es
necesaria para la correcta localizaciéon de eng2
como puntos citoplasmicos y para su funcién. En
vista de este resultado, se construy6é una nueva
version de eng2 en la que se elimind Unicamente
la regidn rica en prolinas que compartia con la
proteina wsp1 (PVFPSRAHPSPPLGL), para
determinar si la delecion de este motivo era
suficiente para producir el fenotipo mutante.
Esta nueva version se denomind eng2A14-28-
mCherry. Como en el caso anterior, en la mayoria
de las células esta versién truncada se localizaba
en el citoplasma y el nucleo, aunque en algunas

H monopolares O bipolares

100%
90%

80% 34 37

eng2A

eng2A1-36

Figura 51.- El extremo N-terminal de eng2 es esencial para su localizacion y funcién durante el crecimien-
to vegetativo. A la izquierda se muestra un esquema de la proteina utilizada en el analisis, junto con su localizacion
(mCherry) y el patron de crecimiento (analizado mediante tincion con calcoflior, CF). Barra de escala, 5 ym. A la de-
recha se muestra un grafico con el porcentaje de células con crecimiento monopolar (m) o bipolar (o) en cada cepa.
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Figura 52.- Otras regiones préximas a las dianas de los dominios SH3 son importantes para la localizacion y funcion
de eng2 durante el crecimiento vegetativo. En el panel superior se muestra un esquema de los truncamientos estudiados, el
panel inferior izquierdo muestra un detalle del patrén de crecimiento y la localizacion de los mismos. Barra de escala, 5 um. A la
derecha se muestra un grafico con el porcentaje de células con crecimiento monopolar (m) y bipolar (o) en la cepa silvestre, el

mutante eng2Ay la version eng2A14-28.

células era posible detectar algunos puntos
citoplasmicos mas intensos, similares a los
observados en la cepa silvestre (Fig. 52). Cuando
se analizé su funcionalidad, se pudo comprobar
que el porcentaje de células monopolares era
intermedio entre la cepa silvestre y el mutante,
quizas porque las células en las que se forman
los puntos citoplasmicos sean capaces de
realizar NETO de forma similar a las células
silvestres (Fig. 52). Estos resultados indican que
algunos aminoacidos que rodean a la region rica
en prolinas contribuyen a la correcta localizacion
en forma de puntos citoplasmicos y, por tanto, a
su funcion.

En conjunto, los resultados de este bloque
permiten concluir que la regién 1-36 de eng2
desempefia un papel esencial en la localizacion
y funcion de esta proteina durante el crecimiento
vegetativo. Ya que en esta region estan presentes
los motivos ricos en prolinas para la interaccion
con los dominios SH3 y que se ha mostrado
previamente que eng2 y Isb1 (proteina que
contiene un dominio SH3) colocalizan, es muy

posible que la formacién del complejo eng2-Isb1
esté mediada por la interaccion entre estas dos
regiones.

El hecho de que la region rica en prolinas
fuera esencial para la funcién de eng2 sugeria
que eng2 pudiera formar parte de un complejo
implicado en el crecimiento. Para tratar de
identificar qué proteinas podrian interaccionar con
eng2, se utilizé la técnica de inmunoprecipitacion,
empleando para ello una cepa que contenia eng2
marcada con la GFP (cepa OL896). Se eligid
esta cepa porque eng2-GFP estaba integrada en
el genoma bajo el control de su propio promotor
y, ademas, complementaba perfectamente los
fenotipos del mutante eng2A. Los primeros
ensayos realizados para comprobar la estabilidad
de la proteina de fusibn mediante analisis
Western fueron infructuosos, ya que no era
posible visualizarla, incluso cuando los extractos
celulares se centrifugaban a baja velocidad (S2
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Figura 53.- Identificaciéon de proteinas que interaccionan
con eng2. A. eng2 presenta afinidad por los glucanos de la
pared celular. La cepa silvestre (OL023) y la cepa eng2-GFP
(OL896) fueron utilizadas para preparar extractos a partir de
células enteras (panel superior) o de protoplastos (panel in-
ferior). Los extractos fueron centrifugados a alta velocidad
(14000 xg) o a baja velocidad (3300 xg), obteniéndose los so-
brenadantes S1y S2, respectivamente. También se analizé el
precipitado (P) de la centrifugacién a alta velocidad en células
enteras y en protoplastos. Se utilizaron anticuerpos especifi-
cos anti-GFP para revelar los Westerns. B. Inmunoprecipita-
cion de extractos de protoplastos de las cepas silvestre (WT)
y eng2-GFP con uMACs anti-GFP. El gel fue tefiido con nitrato
de plata. Los numeros indican las bandas diferenciales.

en Fig. 53A). Por ello, se decidié analizar también
los precipitados obtenidos tras la centrifugacion.
Esto permitié determinar que eng2 se asociaba
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con el precipitado de los extractos celulares (P
en Fig. 53A). Estos resultados parecian indicar
que eng2 podria asociarse a una estructura
celular de alto peso molecular que precipitaba
facilmente. Alternativamente, cabia la posibilidad
de que la proteina eng2 fuera capaz de unirse a
las paredes celulares tras la rotura de las células
y por ello permanecer en el precipitado. Esta
ultima posibilidad no era tan insdlita, pues algo
similar ocurre con la proteina eng1 de S. pombe.
Para discernir entre estas dos posibilidades, se
generaron protoplastos mediante tratamiento
enzimatico antes de obtener los extractos
celulares. Cuando se analizaron los precipitados
y sobrenadantes obtenidos en estas condiciones,
se pudo comprobar que eng2 estaba presente
en el sobrenadante de alta velocidad (Fig. 53A),
lo que indicaba que la proteina eng2 presenta la
capacidad de unirse a las paredes celulares. Por
ello, todos los ensayos de inmunoprecipitacion
se realizaron a partir de extractos celulares de
protoplastos.

Una vez establecidas las condiciones para
detectar eng2, se realizé una inmunoprecipitacion
de eng2-GFP utilizando el kit yUMACs anti-GFP y
las proteinas presentes en el inmunoprecipitado
se compararon con las presentes en una muestra
obtenida a partir de una cepa sin marcar, para
tratar de identificar aquellas bandas especificas
presentes Unicamente en las muestras que
contenian eng2-GFP. De esta manera, se
comprobé que existian al menos 6 bandas
especificas de distintos tamarios (Fig. 53B). Una
deellas correspondia con eltamafo esperado para
eng2-GFP (numero 3 en la figura), extremo que
fue confirmado mediante Western. Para tratar de
identificar el resto de las proteinas diferenciales,
se cortaron las bandas y se analizaron por
MALDI-TOF (Servicio de Protedmica del Centro
de Investigacion del Céncer, Salamanca). En
la Tabla 1 se muestran aquellas proteinas que
fueron identificadas con un valor estadisticamente
representativo (p<0,05).

Unicamente la proteina de menor tamafio
(numero 6) se considerd relevante para este
estudio, ya que correspondia a arpC2, una de las
subunidades del complejo arp2/3. Este resultado



Banda Caédigo Score Descripcion

1 AAU11313 103 AY705913 (gcn2)

1 T37889 86 probable nuclear pore protein

1 CACO05730 77 SPBC36B7 (elF2 alpha kinase gcn2)

1 T45158 60 pre-mRNA splicing factor prp1

1 P78934 SCHPO 58 similar to pir:A32950 probable reductase protein
1 T40048 58 probable oxidoreductase

1 T50394 52 DNA-directed RNA polymerase subunit

2 T50210 112 probable ABC transporter

4 T38127 63 phosphoprotein

4 T39492 60 hypothetical protein SPBC15D4.16 (splicing factor cwf22)
4 CWC22_SCHPO 54 Pre-mRNA-splicing factor cwc22

4 CAA20491 52 SPBC15D4 (splicing factor cwf22)

5 CAC01521 167 SPBCB800 (ribosome biogenesis protein Brx1)

5 T40235 54 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

6 T39044 55 probable arp2/3 complex subunit

6 T43274 53 dynein heavy chain (cytosolic

Tabla1.- Proteinas identificadas por MALDI-TOF con un valor estadisticamente representativo (p<0,05).

encaja perfectamente con los resultados
descritos anteriormente, que indican que otra
de las subunidades de este complejo (arpC5)
presentaba un defecto en su localizacién en el
mutante eng2A (Fig. 40). Ademas, mediante
analisis masivos de interacciones proteicas se ha
descrito que en S. cerevisiae Eng2 interacciona
con proteinas relacionadas con el complejo arp2/3
(Krogan et al., 2006; Tong et al., 2002; Tonikian et
al., 2009).

Para tratar de confirmar que realmente existia
una interaccion entre el complejo arp2/3 y eng2,
se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion.
Para ello se utilizé una cepa que contenia
las proteinas arpC5-GFP eng2-mCherry y se
realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos
anti-GFP y anti-mCherry. Sin embargo, esta
aproximacion no tuvo éxito, lo que podria indicar
que la interaccion entre ambas proteinas es muy
transitoria o que la presencia de un epitopo en el
complejo arp2/3 debilita la interaccion entre estas
proteinas. Alternativamente, podria ocurrir que
eng2 sea capaz de interaccionar especificamente
con arpC2, pero no con todo el complejo arp2/3.
Sin embargo, la proteina arpC2 no puede
etiquetarse, ya que la adicion de cualquier
epitopo resulta letal, lo que nos impidié confirmar
la interaccion fisica entre eng2 y arpC2.
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Dado que no fue posible demostrar la
interaccion fisica entre eng2 y arpC2, se decidio
analizar la localizacion del complejo arp2/3 y eng2
simultaneamente, ya que si ambas proteinas
interaccionan deberian colocalizar en algun
momento del ciclo celular. Para ello se utilizé una
cepa en la que la subunidad arpC5 del complejo
arp2/3 estaba etiquetada con la GFP (Sirotkin et
al., 2005), que fue transformada con el plasmido
pJED18 (eng2-mCherry). Ambas proteinas eran
funcionales y estaban controladas por sus propios
promotores. Los primeros ensayos mostraron
que la cantidad de parches del complejo arp2/3
(>10 por célula) era muy superior al nUmero de
puntos de eng2 (entre 1-5 por célula). Ademas,
mientras los parches de complejo arp2/3 tenian
una vida media de unos 20 segundos (Sirotkin et
al., 2005), los puntos de eng2 estaban presentes
a lo largo de todo el ciclo celular. Esto sugeria
que la interaccion entre el complejo arp2/3 y
eng2, de existir, deberia ser transitoria. Por
ello, fue necesario utilizar ensayos de “fime-
lapse” para tratar de capturar alguin momento
en el que eng2 y arpC5 colocalizaran. Ademas,
ya que la vida media del complejo arp2/3 es
muy corta, se decidid adquirir un unico plano
de cada campo a intervalos muy cortos (cada
segundo), capturando alternativamente los dos



canales durante 1-2 minutos. Posteriormente,
las distintas series fueron analizadas siguiendo
la localizacién de eng2-mCherry y buscando si
habia coincidencia espacial con arpC5-GFP. En
la Figura 54 se muestran varios ejemplos de la
colocalizacion entre eng2-mCherry y arpC5-GFP.
Esta interaccion era muy breve, ya que eng2 y
arpC5 solo colocalizaban entre 5 y 10 segundos
como promedio antes de que se produjera la
disociacion. La colocalizacién entre ambas
proteinas solia coincidir con el momento en el
que el complejo arp2/3 se desplazaba desde la
membrana hacia el interior celular. Durante este
periodo eng2-arpC5 se desplazaban una distancia
de 0,4-1 ym a una velocidad media de 200 + 50
nm/s. Estos resultados estan en concordancia
con los descritos previamente para el complejo
arp2/3 (Sirotkin et al., 2005).

Como se ha comentado en la Introduccion,
la activacion del complejo arp2/3 es un proceso
complejo y &ltamente dindmico en el que
participan diversas proteinas. El modelo actual
establece que en primer lugar se produce el
ensamblaje de los activadores wsp1 y vrp1
en la membrana celular. Unos tres segundos
después, la miosina de Clase | myo1 aparece en
esta misma region donde se une a wsp1 y vrp1,
formando un complejo activador. EI complejo
arp2/3 es visible unos seis segundos después,
y la interaccion con los activadores se mantiene
durante unos segundos mas, hasta que se
produce el desensamblaje de los activadores y
el complejo arp2/3 se desplaza hacia el interior
celular (Fig. 55A) (Sirotkin et al., 2005).
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Figura 54.- eng2 y el complejo arp2/3 colocalizan de forma transitoria durante el ciclo vegetativo. Analisis de la cepa
eng2-mCherry arpC5-GFP (OL987+pJED18) mediante “time-lapse” (se captur6 Unicamente el plano central de la célula). El panel
superior muestra la localizacién del arpC5-GFP (izquierda), eng2-mCherry (centro) y la mezcla de ambos canales (derecha). Los
paneles inferiores muestran una ampliacion de la region indicada con el rectangulo. En todos los casos, las ampliaciones han
sido orientadas de tal manera que la membrana plasmatica queda en la parte superior de la imagen. Las flechas verdes apuntan
a parches del complejo que se estan nucleando, mientras que las flechas rojas indican los momentos en los que existe una co-

localizacion de eng2 y arpC5.



Para determinar en qué momento de este
proceso se producia la interaccién entre eng2 y
el complejo arp2/3, se construyd la cepa OL989,
que contenia la subunidad arpC5 etiquetada
con la proteina fluorescente cian (arpC5-CFP),
la proteina de la familia WASP wsp1 fusionada
a la proteina fluorescente amarilla (wsp1-
YFP) y eng2 marcada con una version de la
proteina fluorescente roja (eng2-mCherry). Las
tres proteinas se encontraban bajo el control
de sus respectivos promotores, aunque las
construcciones arpC5-CFP y wsp1-YFP estaban
integradas en el genoma y eng2-mCherry estaba
enun plasmido (pJED18). Esta cepa fue analizada
también mediante ensayos de “fime-lapse”,
capturando los tres canales independientemente
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en un unico plano por cada campo a intervalos
muy cortos (cada 2,5 segundos). El analisis de
las imagenes capturadas permitié determinar la
secuencia temporal de interaccién de estas tres
proteinas. Asi, la proteina wsp1 aparecia en la
membrana inmediatamente antes que el complejo
arp2/3. Posteriormente aparecia arpC5, que
colocalizaba con wsp1 durante unos segundos
hasta que ésta se desvanecia, y el complejo
se desplazaba hacia el interior.
primeras etapas de este proceso, eng2 solapaba
parcialmente con wsp1 y arpC5. Una vez que
wsp1 se desensamblaba y arpC5 comenzaba
su desplazamiento, eng2 colocalizaba de forma
precisa con arpC5,
movimiento hacia el interior de la célula. Pasados
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Figura 55.- Localizacion de eng2 dentro de la cascada de senalizaciéon del complejo arp2/3. A. Modelo propuesto para la
activacion e internalizacion del complejo arp2/3 en S. pombe (Tomado de Sirotkin et al., 2005). B. Analisis de la cepa wsp1-YFP
arpC5-CFP eng2-mCherry (OL989) mediante “time-lapse” (se captur6 el plano central cada 2,5 segundos). C. Ejemplo de otro
campo, mostrando la interaccién secuencial de eng2 con varios parches de arpC5. En B y C, los paneles muestran ampliaciones
de la region proxima a la membrana, orientadas de tal manera que la membrana plasmatica esta en la parte superior de cada
imagen. Se muestran los tres canales independientes y su mezcla, en la que se ha coloreado wsp1 en verde, arpC5 en rojo y eng2
en azul. Las flechas verdes indican los tiempos en los que es visible la proteina wsp1, las flechas rojas indican los tiempos en los
que es visible arpC5 y las flechas azules indican el tiempo de interaccién entre eng2 y arpC5.
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Figura 56.- Relacion funcional entre eng2 y wsp1. A. Ensayo de crecimiento en placa (medio minimo). Dilucio-
nes seriadas de las cepas eng2A (OL773), wsp1A (OL916) y el mutante doble wsp1A eng2A (OL907) se incuba-
ron a distintas temperaturas durante 5-7 dias. B. Tincion del citoesqueleto de actina de las cepas eng2A (OL773),
wsp1A (OL916) y el mutante doble wsp7A eng2A (OL907). Se muestran imagenes representativas del patron general
de organizacion del citoesqueleto de actina en cada cepa tefiidas con faloidina-Alexa-Fluor488. Barra de escala, 5 um.

unos segundos, arpC5 y eng?2 se separaban (Fig.
55B). Ademas, se pudo comprobar que eng2
tenia la capacidad de actuar de forma secuencial
sobre distintos parches del complejo arp2/3.
Como se puede apreciar en la Figura 55C, el
mismo punto de eng2 colocaliza sucesivamente
con dos parches de arpC5 que se generan en
zonas proximas de la membrana (las distancias
recorridas y velocidades de desplazamiento
eran similares a las descritas anteriormente).
Resultados similares se obtuvieron cuando se
utilizé otro de los activadores del complejo, la
proteina myo1 (datos no mostrados).
resultados, por tanto, indican que la funcion de
eng2 se localiza temporalmente después de la
activacion del complejo arp2/3 por wsp1, y parece
participar en la internalizacion del complejo.

Para confirmar eng2 se encontraba
funcionalmente en la misma ruta que wsp1, se
construyd el mutante doble wsp71A eng2A. El
mutante wsp7A presenta un citoesqueleto de
actina desorganizado con parches despolarizados
y un elevado numero de células con anillos, lo
cual genera células con morfologias aberrantes.
Ademas, en medio minimo forma colonias mas

Estos

si

pequefias que la cepa silvestre, es sensible a
KCl y conjuga de manera ineficiente (Lee et al.,
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2000). Cuando se analiz6 el crecimiento en medio
soélido a distintas temperaturas, se comprobo que
el crecimiento del mutante wsp71A eng2A era
similar al del mutante simple wsp1A (Fig. 56A).
Ademas, la organizacién del citoesqueleto de
actina del mutante wsp1A eng2A era muy similar
a la del mutante wsp7A, con un citoesqueleto
desorganizado y un elevado porcentaje de anillos
de actomiosina (Fig. 56B). Estos resultados
indican que eng2 podria actuar en la misma ruta
que wsp1.

De manera conjunta, todos estos resultados
indican que eng2 interacciona brevemente con el
complejo arp2/3, y que esta interaccion tiene lugar
después de que se haya producido la activacion
del mismo.

Una segunda aproximacion para establecer
la posicién de eng2 en esta cascada fue estudiar
la secuencia de interacciones entre el complejo
arp2/3, crn1 y eng2. La coronina (crn1) ha sido
relacionada con la inactivacion del complejo
arp2/3 y el reciclaje de la actina (Gandhi et al.,
2009; Rodal et al., 2005b). Estudios recientes
apuntan a que la proteina crn1 es una de las
ultimas en aparecer durante el ensamblaje de
los parches de actina, lo que concuerda con su



funcién en la inactivacion del complejo arp2/3 y el
reciclaje de la actina (Pollard T.D., comunicacién
personal). Por ello, se construyé la cepa arpC5-
CFP cmn1-YFP eng2-mCherry, para poder
estudiar su dinamica e interacciones a lo largo del
tiempo. Esta cepa se analizé de forma similar a la
anterior, capturando imagenes de los tres canales
en un unico plano por campo a lo largo del tiempo
con un intervalo entre imagenes de 3 segundos.
Los resultados obtenidos permiten concluir que la
interaccion entre arpC5 y eng2 ocurre antes de
que se detecte la presencia de crn1, como puede
comprobarse en los ejemplos mostrados en la
Figura 57. Ademas, la interaccién de eng2 y crn1
con arpC5 parece ser excluyente, de tal manera
que arpC5 y crn1 solo son capaces de colocalizar
de forma precisa después de que se ha producido
la separacion de eng2 y el complejo arp2/3.

En conjunto, los resultados presentados en
este apartado parecen relacionar directamente a
eng2 con la dinamica de los parches de actina,
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situando temporalmente su funcién después de
que los activadores se han disociado del complejo
arp2/3, pero antes de que se una la coronina a
dicho complejo.

Todos los datos anteriores indican que la
proteina eng2 podria participar en la regulacion
del complejo arp2/3. Ya que eng2 localiza con
arpC5 cuando ésta se mueve desde la membrana
hacia el interior de la célula, una posibilidad es que
eng?2 fuera necesaria para este desplazamiento.
Si esta hipotesis fuera cierta, cabria esperar que
en el mutante eng2A el movimiento del complejo
arp2/3 hacia el interior del citoplasma estuviera
comprometido. Para comprobar si esta hipotesis
era cierta, se elimind el gen eng2* en la cepa
arpC5-CFP wsp1-YFP (arpC5-CFP wsp1-YFP
eng2p), y se analiz6 la dinamica de ambas
proteinas en comparacion con la cepa parental

Figura 57.- eng2 interacciona
con el complejo arp2/3 antes
que la coronina. Analisis de la
cepa crn1-YFP arpC5-CFP eng2-
mCherry  (OL1003) mediante
“time-lapse” (se capturé un Unico
plano cada 3 segundos). Se mues-
tran dos ejemplos diferentes de la
interaccion temporal de las tres
proteinas. Los paneles muestran
ampliaciones de la region proxima
a la membrana, orientadas de tal
manera que la membrana plas-
matica queda en la parte superior
de cada imagen. Se muestran
los tres canales independientes
y su mezcla, en la que se ha co-
loreado crn1 en verde, arpC5 en
rojo y eng2 en azul. Las flechas
verdes indican los tiempos en los
que es visible la proteina crn1, las
flechas rojas indican los tiempos
en los que es visible arpC5 y las
flechas azules indican el tiempo
de interaccion entre eng2 y arpC5.
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Figura 58.- La movilidad del complejo arp2/3 depende de eng2. Las cepas arpC5-CFP wsp1-YFP (OL988) y
arpC5-CFP wsp1-YFP eng2A (OL1053) fueron analizadas mediante experimentos de “time-lapse”, capturando un Uni-
co plano cada 1,5 segundos. En las imagenes se muestra la proyeccion temporal de uno de los experimentos, en la que la
sefial de arpC5-CFP se ha cargado en el canal rojo y la de wsp1-YFP en el verde. Barra de escala, 5 um. Los paneles in-
feriores muestran las graficas de la intensidad de la fluorescencia de cada uno de los canales a lo largo del eje mayor (li-
nea punteada del panel superior) de las células sefialadas en la foto. Las flechas verdes indican la maxima fluorescen-
cia de la proteina wsp1-YFP, mientras que las flechas rojas apuntan a la maxima fluorescencia de la proteina arpC5-CFP.

(arpC5-CFP wsp1-YFP eng2*). En este caso, se asociada a la membrana en todo momento. Por
hicieron experimentos de “time-lapse” capturando el contrario, existian defectos en la localizacién
independientemente cada uno de los canales en del complejo arp2/3 en el mutante eng2A con
el plano medio de la célula cada segundo. Ya respecto a la cepa control. Asi, mientras que en la
que el ensamblaje y desensamblaje de estas cepa eng2* se pudo observar que la fluorescencia
dos proteinas es muy rapido, como primera correspondiente a arpC5 se localizaba en la
aproximacion para comprobar si existian defectos membrana y se internalizaba ligeramente en el
en el mutante eng2A utilizamos de nuevo la citoplasma, en la cepa eng2A la sefial de arpC5
proyeccion temporal, para condensar toda la y wsp1 solapaban en los bordes celulares al lado
informacion sobre la localizacién de wsp1 y de la membrana plasmatica (Fig. 58, paneles
arpC5 en una unica imagen. En estas imagenes, superiores). Para cuantificar estos resultados, se
se cargo la sefal de wsp1-YFP en el canal analizo la intensidad de la sefial de fluorescencia
verde y la de arpC5-CFP en el rojo. El analisis alolargo de la célula con el programa MetaMorph.
indicé que la localizacion de wsp1 era similar en En ambas cepas, wsp1 estaba localizada en
ambas cepas, quedando la fluorescencia verde la periferia celular (asociada a la membrana
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Figura 59.- La vida medida del complejo arp2/3 depende de eng2. A. Las imagenes de la Figura 58 fueron utilizadas para
estudiar el comportamiento de los parches de wsp1 y arpC5 en la cepa silvestre y el mutante eng2A. Cada uno de los paneles
muestra la localizacién de wsp1, arpC5 y la mezcla de ambos canales para la cepa silvestre y el mutante eng2A. A la derecha
se muestra la proyeccion maxima de todas las imagenes del ensayo (rojo = arpC5; verde = wsp1). Barra de escala, 0,5 yum. By
C. Quimografias de arpC5 (B) y wsp1 (C) en la cepa silvestre y el mutante eng2A generadas con el programa Metamorph. El eje
x representa la informacién temporal (cada pixel es un segundo) mientras que el eje y contiene la informacién espacial (en pm).

plasmatica). En las células silvestres, el pico de la Los resultados anteriores indicaban la
sefal de arpC5 se encontraba desplazado hacia existencia de un defecto a nivel global en el
el interior celular en la mayoria de las células desplazamiento del complejo arp2/3 al interior del

(por dentro del pico de wsp1); por el contrario, citoplasma. Para confirmar estas observaciones,
en el mutante eng2A, el pico de fluorescencia se analizé el ensamblaje y desensamblaje de
de arpC5 solapaba con el de wsp1 (Fig. 58, algunos parches de arpC5 de manera individual.

paneles inferiores), indicando un defecto en su En la Figura 59A se muestra un ejemplo del
movimiento hacia el interior del citoplasma. El comportamiento de uno de ellos en la cepa
recuento de estos resultados mostré6 que este silvestre y en el mutante eng2A. Como puede
defecto era bastante severo, ya que en el mutante observarse, en la cepa silvestre arpC5 presenta
eng2A tan sélo el 25% de las células mostraban el comportamiento descrito anteriormente, es
un desplazamiento del complejo arp2/3 hacia el decir, se ensambla en la membrana junto a wsp1
interior celular frente al 90% en la cepa silvestre y se mueve hacia el interior del citoplasma una
(n 240 células). vez que el activador ha desaparecido.
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Por el contrario, en la cepa eng2A no existe
tal movimiento hacia el interior de la célula, sino
que la fluorescencia va decayendo lentamente
tras producirse la desaparicién de wsp1. En este
analisis de parches individuales parecia que la
vida media del complejo arp2/3 (el tiempo en
que era visible la fluorescencia de arpC5) era
ligeramente inferior en la cepa eng2A que en
la silvestre. Para analizar con mas detalle este
aspecto, se generaron quimografias de wsp1
y arpC5 en la cepa silvestre y el mutante. La
quimografia es una representacion grafica de
una posicion espacial a lo largo del tiempo, lo
que permite analizar facilmente la vida media de
los distintos complejos o su movimiento espacial.
Este analisis nos permitié determinar que la
vida media del complejo arp2/3 era inferior en
el mutante eng2A. Asi, mientras que en la cepa
silvestre la vida media del complejo era de 17,5 +
2,2 s (n = 15 parches), en el mutante eng2A esta
vida media estaba reducida a 12,5 + 2,8 s (n =
15 parches) (Fig. 59B). Ademas, en este andlisis
también se puede comprobar claramente que
arpC5 es incapaz de desplazarse al interior de
la célula en ausencia de la proteina eng2. Por el
contrario, la vida media y la dinamica de wsp1 no
estaban afectadas por la delecion de eng2* (Fig.
59C).

En conjunto, estos resultados indican que
eng2 esta implicado en la estabilidad y movimiento
del complejo arp2/3 hacia el interior de la célula
una vez que se ha disociado de sus activadores.

La pérdida de funcionalidad del complejo
arp2/3 ha sido relacionada con defectos en
endocitosis (Daugherty y Goode, 2008; Moseley
y Goode, 2006; Pollard, 2007; Schaerer-
Brodbeck y Riezman, 2000). Como se ha
mostrado anteriormente, el mutante eng2A es
defectivo en el movimiento del complejo arp2/3
hacia el interior celular, por lo que se planteé la
hipétesis de que también presentara un bloqueo
o retraso en la endocitosis. Para estudiar esta
posibilidad, se llevaron a cabo ensayos de
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endocitosis usando el colorante FM4-64, que
tine los esteroles de membrana o “lipid-rafts” y
puede ser endocitado (Gachet y Hyams, 2005;
Wachtler y Balasubramanian, 2006; Wachtler et
al., 2003; Wu et al., 2009). Ambas cepas, silvestre
y mutante eng2A, se incubaron con FM4-64 y se
siguio el proceso de internalizacion del colorante
a lo largo del tiempo mediante ensayos de “time-
lapse” en el microscopio de fluorescencia (ver
Materiales y Métodos). En la cepa silvestre, era
posible comenzar a ver pequenos endosomas al
cabo de 1-2 minutos, que aumentaban en tamafio
y niumero a medida que transcurria el tiempo (Fig.
60A). Este no fue el caso del mutante eng2A, en
el que la formacién de endosomas parecia estar
retrasada, y so6lo en algunos casos se pudieron
observar, aunque eran mas pequefos y menos
abundantes que en la cepa silvestre (Fig. 60B).
Ya que el proceso de endocitosis es muy
rapido y la preparacion de las muestras requiere
un cierto tiempo antes de poder ser analizadas
en el microscopio, los resultados anteriores no se
consideraron definitivos, pues el tiempo empleado
en la preparacion de las muestras podria haber
sido diferente en cada cepa. Para analizar la
endocitosis del mutante eng2A en relacion con el
silvestre en idénticas condiciones, se utilizd una
cepa silvestre que contenia etiquetada la proteina
cutll con GFP. La proteina cut11-GFP es
completamente funcional y no esta relacionada de
forma directa con los procesos de endocitosis. De
esta forma, era posible mezclar células silvestres
y mutantes en el mismo ensayo y diferenciarlas
al microscopio, permitiendo un analisis de ambas
cepas en las mismas condiciones. Asi, las cepas
cut11-GFP y eng2A se inocularon en las mismas
condiciones hasta crecimiento exponencial (DO =
0,8), se tomd 1 ml de cada una y se mezclaron en
un tubo, se incubaron con FM4-64 y se siguio su
evolucion a lo largo del tiempo. A los 5 minutos,
en la cepa cut11-GFP se observaron endosomas
bien formados y relativamente abundantes,
mientras, la cepa eng2A apenas presentaba
endosomas (Fig. 61A). Ademas, otra peculiaridad
observada fue el hecho de que mientras en la
cepa silvestre la tincién con FM4-64 se limitaba a
la region de los polos, en el mutante eng2A esta



‘wrl g ‘eleose op euleg ‘SBWOSOPUS 9P UuQDeWIO) ap sasebn| SOl uedlpul se|Jewe Seyos)) seT ‘(sejusipuadepul soAesus sop uessanw 9s) yzbue eded el us SIS
-0}Io0pU] g 'SBWOSOpua dp uoQlewlo} ap salebn| so| ueolpul selol seyos|y se ‘aNsaAlls eded e| us sIsoloopul 'y "elouadsalon) @p oidoosoolw |8 us | 8s
-dej-awiy, A $9-pIN4 UOD  UOIOU}  dluelpaw  SIsoyoopud  9p soAesuj eqwiod 'S  ud sisojdopud dp sosddousd sof ud edionpued zbua --g9 eunbi4

(urnw) odwaiy

\4

73



tincion era mas homogénea alrededor de toda
la célula (Fig. 61B). Este hecho apuntaba a una
posible deslocalizacion de los “lipid-rafts” en el
mutante eng2A. Para confirmar este resultado se
repitié el experimento anterior, pero en este caso
la tincién se llevo a cabo con filipina. La filipina
también tifie los “lipid-rafts”, pero no se endocita
tan facilmente. El resultado fue similar al obtenido
con el FM4-64, con una tincion mas homogénea a
lo largo de la célula en el mutante eng2A, mientras
que en el silvestre la tincion se concentraba en los
polos (Fig. 61C). Para cuantificar este defecto, se
analizo la intensidad de fluorescencia en la regiéon
central de la célula. Mientras que en el silvestre
apenas se detecta fluorescencia, el mutante
eng2A presenta unos niveles de fluorescencia
claramente detectables (Fig. 61D). Para tratar
de concluir si este defecto era un bloqueo o0 un
retraso en la endocitosis, se realizaron nuevas

B

tinciones con FM4-64 a tiempos mas largos. Se
pudo comprobar que a tiempos largos, tanto la
cepa silvestre como el mutante eng2A formaban
endosomas, aunque éstos parecian mas grandes
y abundantes en el silvestre (Fig. 62A). En ambas
cepas se pudo observar tincion en la membrana
vacuolar, indicando que pasos posteriores del
proceso de endocitosis no estaban afectados.

Dado que la delecién del gen eng2* provocaba
un retraso en la endocitosis, la sobre-expresion
del mismo podia ocasionar algun tipo de efecto
en este proceso. Para analizar esta posibilidad
se utilizé la cepa OL984, en la que eng2* estaba
bajo el control de un promotor reprimible por
tiamina (P . version 3x). Se sobreexpreso
el gen durante unas 20-22 horas antes realizar
los ensayos de endocitosis. A tiempos cortos

(1-5 minutos) no mostré diferencia alguna con

FM4-64 /8

C. A

Figura 61.- La delecion
de eng2* afecta a la en-
docitosis y a la organiza-

cion de los esteroles de
membrana o “lipid-rafts”.
Patron de endocitosis de
la cepa silvestre (OL925,
cut11-GFP) y el mutante
eng2A (OL759) analizados
en idénticas condiciones.
Células de ambas estirpes
se mezclaron en un tubo y
se tifleron con FM4-64. A.
Imagenes tras 5 minutos de

incubacion con FM4-64. A
la derecha se muestra una
imagen de fluorescencia
para diferenciar ambas ce-
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pas. B. Localizacion de los
“lipid-rafts” mediante tincion
con FM4-64 (tiempo 0). C.
Localizacion de los “lipid-
rafts” mediante tincién con
Filipina. A la izquierda se
muestra la tincion tras 1 mi-
nuto de incubacion con Fili-
pinay a la derecha una ima-
gen de fluorescencia. Barra
de escala, 5 um. D. Analisis
de la intensidad de fluores-
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cencia de las células en el
eje  menor (MetaMorph).

2:5 3.8 5.0
Distancia (um)

74



‘wn g ‘ejeosa
ap eueg (8670 ‘gbue xg"y) .zbus ush |o esaidxe-aiqos anb edeo e| opuezin Jejiwis ojuswiadxg ‘g "elousdsalon|) ap oidodsoloiw o us odwal |ap oble| O] B 8]URIO|0D [8p UOIDEZI|EeU
-J18)ul B| 0zI|eue as A $9-y|\ 4 Uod uolaun as (vzbua) 66270 A (LM) 22110 sedso seT 'y "ajuawe)sjdwod eanbojq e] ou anbune sisojioopusa e| esetjal ,zbua ap uoida|ap e -'z9 einbi4

Xgiwug

g

(umiw) odwar

A4

75



respecto al silvestre. A tiempos mas largos, en la
cepa que sobreexpresaba eng2* parecia que el
colorante llegaba antes a la membrana vacuolar
(Fig. 62B).

En conjunto, todos estos datos indican que
la proteina eng2 interviene en los procesos
de endocitosis, quizas por su efecto sobre la
movilidad del complejo arp2/3. Ademas, la
ausencia de eng2 conlleva un retraso en estos
procesos y la desorganizacion de los esteroles de
membrana o “lipid-rafts”.

Se ha descrito que en S. pombe los mutantes
de endocitosis conocidos, como end4A o btn1A,
presentan algunos defectos caracteristicos, como

Figura 63.- El mutante eng2A presenta fenotipos carac-
teristicos de los mutantes de endocitosis en S. pombe.
A. Detalle de la morfologia de las células de S. pombe en
una cepa silvestre (WT) y el mutante eng2A. La longitud y
anchura celular se representan mediante flechas amarillas
y azules, respectivamente. B. Detalle de la organizacién de
los cables de actina. Las imagenes superiores muestran
células fijadas y tefiidas con faloidina-Alexa-Fluor488; las
imagenes inferiores corresponden a células vivas que con-
tienen la proteina CHD-rng2-GFP. Barra de escala, 5 pm.
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la disminucién de su longitud y el aumento en la
anchura celular (Castagnetti et al., 2005; Codlin
et al., 2008; lwaki et al., 2004). Por ello, se decidid
comprobar si esto era cierto para el mutante
eng2A. En la Figura 37A ya se mostréo que la
delecién de eng2* produce células ligeramente
mas cortas que las del silvestre, por lo que en
este caso se analizé la anchura de las mismas
(Fig. 63A). Asi, mientras que las células silvestres
tenian una anchura promedio de 3,18 £ 0,19 um (n
=40 células), en las células eng2/ éste era de 3,7
+ 0,4 uym (n =40 células). Otro defecto relacionado
con los mutantes de endocitosis en levaduras es
la desorganizacion del citoesqueleto de actina.
Concretamente, una desorientacién y aumento
en el numero de los cables de actina (Castagnetti
et al., 2005; Daugherty y Goode, 2008; Iwaki
et al., 2004; Schaerer-Brodbeck y Riezman,
2000). Con objeto de determinar si este defecto
también estaba presente en el mutante eng2A,
se realizaron tinciones con faloidina conjugada
con Alexa-Fluor488 y ensayos de localizaciéon de
la proteina GFP-CHD-rng2. Los cables de actina
en S. pombe son nucleados por la formina for3,
y discurren de forma mas o menos longitudinal
de polo a polo (Fig. 63B, panel izquierdo). En
el mutante eng2A la morfologia de los cables
difiere respecto a un silvestre, siendo mas
abundantes, desorganizados y con morfologias
aberrantes (Fig. 63B, panel derecho). Para tratar
de amplificar este defecto se empleé el mutante
arp5A. La proteina arp5 forma parte del complejo
INO8O0, implicado en procesos de transcripcion,
replicacion y reparacion del DNA (Conaway
y Conaway, 2009). En S. pombe, el mutante
arp5A presenta entre 5-7 veces mas actina que
la cepa silvestre (Fig. 64A), esta peculiaridad
fue utilizada para tratar de ver los defectos del
mutante eng2/A de forma mas clara. Para ello se
construyé el mutante doble eng2A arp5A, y como
controles se utilizaron los mutantes eng2A, arp5A
y la cepa silvestre. El resultado de la tincion de
actina revel6 que el mutante arp5A presentaba
cables muy aparentes y parches muy brillantes
(Fig. 64B), similar a lo observado en S. cerevisiae
(Bonangelino et al., 2002). El mutante eng2A
arpbA también presentaba un citoesqueleto de
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actina desorganizado, pero en este caso los
cables presentaban un nivel de desorganizacién
mayor (Fig. 64B). La cepa silvestre y el mutante
eng2A presentaban un fenotipo similar al
observado en ocasiones anteriores (Fig. 64B).
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Figura 64.- Amplificacion del de-
fecto en la organizacion de los
cables de actina en el mutante
eng2A. A. En el panel superior se
muestra un ensayo tipo Western de
las cepas silvestre (OL023), arp5A
(OL903), eng2A (OL024) y tres clo-
nes independientes del doble mu-
tante arp5A eng2A (OL904, OL905,
OL906). Los anticuerpos utilizados
fueron anti-actina (arriba) y anti-
cdc2 (abajo). En la parte inferior se
muestra un grafico normalizado de
los niveles de actina en cada una de
las cepas. B. Tincién del citoesque-
leto de actina con faloidina-Alexa-
Fluor488. Se muestra una imagen
’ representativa del patrén general
eng2A arp5A de organizacion de la actina en
cada cepa. Barra de escala, 5 ym.

Todos estos fenotipos, apoyan la teoria de
que las proteinas eng2 y Isb1 forman parte de
un complejo implicado en la regulacion de la
morfologia celular, la endocitosis y la organizacion
del citoesqueleto de actina.






CAPITULO II: La B-glucanasa eng2 es necesaria después de
esporulacion para la lisis de la pared del asca en la levadura de fision
S. pombe







Antecedentes

Segun se ha comentado en apartados
anteriores, muy poca era la informacién de que
se disponia al comienzo de este trabajo sobre
la proteina eng2 en los distintos “organismos
modelo”. Nuestro conocimiento se limitaba a dos
conceptos; por un lado, que en S. cerevisiae se
habia descrito como una proteina citoplasmatica
con actividad B(1,3)-glucanasa in vitro (Baladron
et al., 2002), y por otro lado, en S. pombe no
era necesaria durante el proceso de separacion
celular, ya que las células del mutante eng2A
eran capaces de separarse de forma similar a la
cepa silvestre (Martin-Cuadrado et al., 2003).

Trabajos desarrollados por el grupo del Dr.
F. Hochstenbach (Dekker et al., 2004; Dekker et
al., 2007) demostraron que agn2 es una a(1,3)-
glucanasa que se expresa durante todo el ciclo
de vida de S. pombe, aunque se induce durante
el proceso de esporulaciéon. La delecion del gen
agn2* no afecta al crecimiento vegetativo, ya que
las células tienen una tasa de generacion similar
a la de la cepa silvestre. Ademas, las células
presentan una morfologia similar a la del silvestre
y no se observan células encadenadas, lo cual
descarta que agn2 tenga una funcién similar a la
descrita para agn1 durante la separacién celular
(Alonso-Nufez et al., 2005; Dekker et al., 2004;
Garcia et al., 2005). Estudios durante el ciclo
sexual mostraron que agn2 no es necesaria
durante las primeras etapas del ciclo (conjugacion
y formacion de las esporas), ya que estos procesos
se llevan a cabo con una eficiencia similar a los
descritos para la cepa silvestre. Sin embargo,
agn2 tiene un papel importante en la dehiscencia,
ya que cepas diploides agn2A/agn2A presentan
un severo defecto en la liberacion de las esporas
(tan solo el 5-10% de las esporas se liberan tras
5-7 dias). Finalmente, la adicion exdgena de la
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proteina agn2-6xHis es capaz de complementar
los defectos mostrados por la cepa diploide
agn2A/agn2/\, confirmando de esta manera
que agn2 tiene un importante papel durante la
dehiscencia de las esporas en S. pombe.

Estos trabajos nos permitieron plantear la
hipétesis de que agn2 y eng2 pudieran colaborar
en la degradacion de la pared celular durante el
proceso de dehiscencia, de forma similar a como
lo hacian agn1 (disolucién del cilindro de pared
que rodea el septo) y eng1 (degradacion del
septo primario) durante el proceso de separacion
celular (Alonso-Nufiez et al., 2005; Dekker et al.,
2004; Garcia et al., 2005; Martin-Cuadrado et al.,
2003). Este trabajo se presenta en detalle en el
articulo que acompana este resumen.

Objetivos

1.- Estudiar la funciéon de la proteina eng2
durante el ciclo sexual de S. pombe, prestando
especial atencién a su papel como B(1,3)-
glucanasa durante la dehiscencia de las esporas.

2.- Analizar el perfil de expresion y localizacion
de eng?2 a lo largo del ciclo sexual y compararla
con la del ciclo vegetativo.

Resultados

1.- eng2 se induce durante el proceso
de esporulacion en S. pombe

Para confirmar que eng2* se inducia durante
la esporulacion se realizé un ensayo tipo Western
en células diploides sincronizadas en el que
ambas copias del gen eng2* estaban marcadas
con la proteina fluorescente verde. Estos estudios
confirmaron que existia un aumento de la cantidad
de proteina en torno a las 10-12 horas, después
de que las células habian superado la meiosis
Il del ciclo sexual. La a(1,3)-glucanasa agn2 se
comportaba de una manera similar.

2.- eng2 no presenta un papel
relevante durante las primeras etapas
del ciclo sexual

Para analizar la importancia de eng2 durante
las primeras etapas del ciclo sexual, células



eng2/ de tipo sexual opuesto fueron cultivadas en
condiciones limitantes en nitrégeno para inducir
los procesos de conjugacién y esporulacion.
Estas células presentaban unos porcentajes
de conjugacién y esporulacion similares a los
descritos para la cepa silvestre, lo que indicaba
que eng2 no era esencial para la conjugacion y
la formacién de las esporas. La progresiéon a lo
largo del ciclo sexual tampoco se vio afectada en
relaciéon con la cepa silvestre. Asi, todos estos
resultados indican que eng2 no es necesaria para
la duplicacién del DNA, la segregacién meidtica o
la formacion de las esporas.

3.- eng2 es necesaria para la
disolucion de la pared del asca

A partir de células eng2A de tipo sexual
opuesto crecidas en condiciones que inducen
esporulacion, se estudiaron las ultimas etapas del
ciclo sexual (como controles se utilizaron células
silvestres y el mutante agn2A incapaz de generar
esporas dehiscentes). Al igual que ocurria para el
caso del mutante agn2A (Dekker et al., 2007), las
células diploides eng2A/eng2A eran incapaces
de liberar las esporas tras 5-7 dias de incubacion
(el 90% de las esporas quedaban retenidas en el
interior del asca).

Para confirmar este defecto en la dehiscencia
de las esporas, se creo una cepa diploide (P, -
eng2/leng2) en la que la expresion del gen
eng2* estaba controlada mediante un promotor
reprimible por tiamina (P . version 41x). En
condiciones de represion, esta cepa mostraba
un fenotipo similar al observado para el mutante
eng2A/eng2A con la mayoria de las esporas
retenidas en el interior del asca. Cuando se
inducia la expresién, el fenotipo de la cepa
ant1
silvestre, con mas del 60% de las esporas fuera
del asca (los niveles de proteina se controlaron
mediante ensayos de tipo Western-blot). De esta
manera, se pudo concluir que eng2 tiene un papel
relevante en la dehiscencia de las esporas.

-eng2/eng2/A era muy similar al de la cepa
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4.- La actividad B(1,3)-glucanasa
durante esporulacion depende de
eng2 y es necesaria para la liberacion
de las esporas

Para estudiar si la actividad B(1,3)-glucanasa
era relevante durante el proceso de esporulacion,
se utilizaron diferentes aproximaciones. En primer
lugar, se analizd si la actividad B-glucanasa
presentaba un perfil similar al observado para la
proteina eng2, lo que indicaria que esta actividad
es dependiente de la misma. Para ello se siguié la
evolucién de la actividad glucanasa a lo largo del
ciclo sexual en una cepa diploide eng2A/eng2/A
(utilizando como controles la cepa silvestre y el
mutante eng1A/eng1A). Estos analisis mostraron
que la actividad glucanasa aumentaba durante la
esporulacion y que era dependiente de eng2.

Por otra parte, se analizé si la actividad
glucanasa era esencial para la dehiscencia de las
esporas durante el ciclo sexual. Esta posibilidad se
estudié mediante dos aproximaciones diferentes:

a) Analizando el efecto de una mutacion
puntual (E537A) en el par catalitico de
la proteina que elimina su actividad
glucanasa. El resultado fue que las
células eran incapaces de liberar las
esporas quedando secuestradas en el
interior del asca.

Comprobando el efecto de la adicion
exogena de la proteina (GST-eng2) en el
mutante eng2A/eng2A. La adicion de la

b)

proteina lograba liberar las esporas hasta
niveles similares a los observados en la
cepa silvestre (como control se utilizo la
proteina GST-Eng2 de S. cerevisiae).
Finalmente, y aunque no se incluye en el
articulo publicado que acompafia este resumen,
se ha comprobado que la proteina eng2A1-36 es
capaz de complementar perfectamente el defecto
de esporulacion del mutante eng2A/eng2A, lo que
indica que esta region de la proteina (y la posible
formacion de complejos) no son necesarias para
permitir la dehiscencia de las esporas.



En resumen, todos estos datos indican que
la actividad glucanasa durante el ciclo sexual
depende de eng?2 y que esta actividad es esencial
para la eficiente liberacién de las esporas durante
este proceso.

5.- eng2 se localiza en el epiplasma
de la célula desde donde lleva a cabo
su funcion

Para examinar la localizacién de eng2 durante
esporulacion, células de tipo sexual opuesto
que contenian eng2-GFP fueron
en condiciones que inducen la esporulacion.
Durante las primeras etapas del ciclo sexual,
eng2-GFP se localiz6 en forma de puntos, similar

crecidas

81

a lo descrito durante el ciclo vegetativo. A partir
de un determinado momento (una vez superada
la meiosis Il), estas estructuras en forma de
punto se desorganizaban y la fluorescencia
quedaba localizada en el epiplasma del asca y
rodeando las ascosporas (esta era la primera
vez que se observaba una desorganizacion de la
estructura de puntos en condiciones fisiologicas).
Este patron de localizacion, en el epiplasma y
rodeando las ascosporas, era muy similar al
descrito para la a(1,3)-glucanasa agn2 (Dekker
et al., 2004). Asi, eng2 durante las etapas finales
del ciclo sexual se localiza en el epiplasma del
asca, desde donde disuelve de forma controlada
y cooperativa (junto a agn2) la pared de la misma.
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Meiosis is the developmental program by which sexually reproducing diploid organisms generate haploid
gametes. In yeast, meiosis is followed by spore morphogenesis. When Schizosaccharomyces pombe diploid cells
undergo meiosis, they differentiate into asci containing four haploid ascospores that are highly resistant to
environmental stress. The formation of the ascospore wall requires the activity of several enzymes involved in
the biosynthesis and modification of its components, such as «- and B-glucan synthases. Once the spores are
completely mature, the wall of the ascus undergoes an endolytic process that results in the release of ascospores
from the ascus, allowing their dispersal into the environment. This process requires the activity of the
endo-a-1,3-glucanase Agn2. Here, we focus on the characterization of the endo-f3-1,3-glucanase Eng2, which is
also required for ascospore release from the ascus. Although Eng2 is present during the mitotic cycle, the
protein accumulates after meiosis II. The expression of eng2™ is required for the efficient release of ascospores,
as shown by placing eng2* under the control of a repressible promoter. Furthermore, a point mutation that
destroys the catalytic activity of the protein results in a phenotype similar to that of the mutant strain. Finally,
we demonstrate that exogenous addition of purified Eng2 releases the ascospores from asci generated by an
eng2A mutant. We propose that Eng2 would act together with Agn2 to completely hydrolyze the ascus wall,

thereby assisting in the release of ascospores in S. pombe.

Cells of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe have a
rod-like shape and grow at the poles. S. pombe cells are stable
in the haploid state and proliferate asexually until there is a
shortage of nutrients. When cells are starved, especially of nitro-
gen, a sexual development program is triggered, and hence, cells
from the opposite mating types conjugate to form zygotes. These
immediately undergo meiosis, giving rise to four haploid zygotic
ascospores (34).

Spore formation is a complex differentiation program in
which two sequential processes, meiosis and ascospore forma-
tion, occur in a coordinate fashion. During meiosis, the re-
cently formed diploid nucleus undergoes a round of DNA
replication, followed by two successive nuclear divisions gen-
erating four haploid nuclei (34). The morphogenetic program
that leads to the formation of ascospores starts during meiosis
II, when the four spindle-pole bodies (SPBs) differentiate into
a sporulation-specific shape and change into a multilayered
structure (15). These modified SPBs serve as the nucleation
points for the fusion of membrane vesicles, resulting in the
formation of a double-membrane structure, known as the fo-
respore membrane, which engulfs each nuclear lobe and iso-
lates the four haploid nuclei (15, 33, 34). Following this, the
cell wall of the ascospore is synthesized de novo within the
lumen of the forespore membrane through the deposition of
successive layers of cell wall material mediated by the action of
specific synthases. The synthesis of spore cell wall material
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requires the activity of several sporulation-specific enzymes,
such as the a-glucan synthase subunits Mok12, Mok13, and
Mok14, paralogues of the vegetative a-glucan synthase Mokl
(14, 16, 34). Additionally, the biosynthesis of the spore wall
B-1,3-glucan is carried out by a specific B-1,3-glucan synthase
complex, whose catalytic subunit is encoded by bgs2™* (20, 22).
Synthesis of the ascospore cell wall also requires the activity of
other enzymes, such as the chitin synthase Chsl, the putative
chitin deacetylase Cdal, and the 3-glucanosyl transferase Gas4
(2, 8, 29). Interestingly, all these genes are induced during the
sporulation process, and most of them belong to the middle
and late groups, which contain genes induced during meiosis I
and II and spore formation, respectively (27). Furthermore,
the expression of most of these genes involved in spore wall
assembly requires the meiosis-specific transcription factor
Mei4 (28).

The final step in the sporulation process is the hydrolysis
of the ascus wall surrounding the ascospores for release of
the meiotic products into the environment, allowing their dis-
persal. The ascus wall is the cell wall of vegetative cells that
fuse to form a diploid and is thus mainly composed of a- and
B-glucans (17, 21). Recently, it has been shown that the «-1,3-
glucanase Agn2 functions late in sporulation and that it is
necessary for the hydrolysis of the a-1,3-glucan of the ascus
wall for release of the ascospores (6, 7). Agn2 lacks a signal
sequence for secretion, and the protein localizes to the epi-
plasm, the material surrounding the ascospores inside the as-
cus wall (6). Interestingly, the S. pombe genome also contains
an endo-B-1,3-glucanase, named Eng2, which lacks a secretion
signal and whose expression is induced during the sporulation
process (27, 36). This suggests that it might also be involved in
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TABLE 1. Yeast strains used in this study

Strain Genotype or description Source
OL23 ura4-D18 h™ Laboratory stock
OL24 ura4-D18 eng2::ura4 h™ Laboratory stock
OL176  ade6-M210 leul-32 ura4-D18 h™ Laboratory stock
OL177  ade6-M216 leul-32 ura4-D18 h* Laboratory stock
OL757  ade6-M210 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
engl::kanMX4 h~

OL759  ade6-M210 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
eng2::kanMX4 h~

OL763  ade6-M210 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
agn2::kanMX4 h~

OL771  ade6-M216 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
engl::kanMX4 h*

OL773  ade6-M216 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
eng2::kanMX4 h*

OL777  ade6-M216 leul-32 ura4-D18 Laboratory stock
agn2::kanMX4 h*

OL896  ura4-D18 eng2-GFP:Kan' h~ This work

OL937  ura4-D18 agn2-GFP:Kan" h~ This work

OL958  ura4-D18 P41nmtl-HAj-eng2:Kan" h~  This work

OL952  ade6-M210 eng2-GFP:Kan' ura4-D18 This work
leul-32 h~

OL953  ade6-M216 eng2-GFP:Kan' ura4-D18 This work
leul-32 h*

OL954  ade6-M210 agn2-GFP:Kan® ura4-D18 This work
leul-32 h*

OL955  ade6-M216 agn2-GFP:Kan' ura4-D18 This work
leul-32 h~

OL946  OL176/OL177 This work

OL948  OL757/OL771 This work

OL950  OL759/0L773 This work

OL959  OL763/OL777 This work

OL961  OL952/0L953 This work

OL962  OL954/0OL955 This work

the sporulation process. Expression of agn2™* and eng2™ during
sporulation is also dependent on the Mei4 transcription factor
(28).

Here, we demonstrate that Eng2 is also necessary for the
endolysis of the S. pombe ascus wall. Eng2 has a pattern of
induction and localization similar to that reported for Agn2.
The expression of eng2* and the catalytic activity of the protein
are required for the efficient dispersal of ascospores. More-
over, the exogenous addition of purified S. pombe Eng2, but
not Saccharomyces cerevisiae Eng2, was able to complement
the defect of eng2A mutants. These results indicate that Agn2
and Eng2 form a pair of hydrolytic enzymes whose concerted
action is essential for spore release from the ascus.

MATERIALS AND METHODS

Strains, growth conditions, and genetic manipulations. The S. pombe strains
used in this study are listed in Table 1. Yeast cells were grown on YES medium
or minimal medium (EMM) with appropriate supplements (30). For conjugation
and sporulation assays, haploid cells of opposite mating types were induced to
conjugate and sporulate on EMM-N solid medium (EMM without the nitrogen
source). The regulated expression of eng2™ during sporulation was achieved as
previously described (7). Diploid cells first were grown to the exponential phase
in EMM containing 1% ammonium chloride (EMM-AC). To induce sporulation
synchronously, cells were then shifted to EMM containing 0.5% (wt/vol) sodium
glutamate and 0.5% glucose (EMM-SG). Yeast transformations were performed
with the lithium acetate method (19). For overexpression experiments using the
nmtl™* promoter, cells were grown in YES medium up to the logarithmic phase.
Then, cells were harvested, washed three times with EMM-N, and inoculated in
fresh medium with or without thiamine (15 mM).

Construction of null mutants and green fluorescent protein (GFP)-tagged
strains. The oligonucleotides used in this study are listed in Table 2 (oligonu-
cleotide pairs used in each experiment are indicated in parentheses). The entire
coding sequences of engl™ (SPAC821.09), eng2™ (SPAC23D3.10c), and agn2™
(SPBC646.06¢c) were deleted to create the null mutants by replacing the coding
sequences by the ura4™ or kanMX4 cassette (which confers resistance to the
G418 antibiotic). The deletion cassettes were constructed using the recombinant

TABLE 2. Oligonucleotides used in this study

Primer location and no.

Sequence (5'-3")

eng2*-GFP
1391 e CCTTTACTGCTGATAAAATTGATAACGGAGCTAGTAAAACCTGGTACTTAGCTATGGCTGCTGGTATGGG
TGGATCACCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACGGATCCCCGGGTTAATTAA
1392 e AACAATGCAGAAGCGAAAAAGTAATTTTCTGTCTTTAATATTTATGGAAAACTTCGAAGTAAGCCAACTT
GAATAAGCAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
agn2*-GFP
1465 .o GGGTATGGTCCATTAAATATTCTTGGTAACAATTCTGTTGTGCTATACAACTTCAACTTCTGCACCACTAG
GATATCCTGGCGGATCCCCGGGTTAATTAA
1466 ..o TTGATACCACTTCGTTGGAGTTTGTTACGGTCAGTTGATCAGCAGCCCAAGTGTCAAGCGGTATCGAACT
TTCAGGTTTATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
HA;-eng2
1393 e TGTTACTTTCGCTAAGTTATTTAAGACAAATAATTGAGTGTTGTTTCATTTTTTAGTTAGTTCCAAATTTTT
GAGGTGGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
1394 .o CCAAGAGGAGGAGATGGGTGTGCTCTTGATGGAAAAACCGGATTGATAGGTCCAGTATAGATTGGTACT
AAAACATCCATTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCGCACTGAGCAGCGTAATCTG
pJED12
360 .o GGGGGGGTCGACTTTTAATGTTTGAAGGCC
367 o GGGGGGGAGCTCGAAAGCAGCTTCCAT
pJED13
TA3 e GAAAGTTGAAGTCGACTGAGGTTG
744 ..CAACCTCAGTCGACTTCAACTTTC

. ..CACTGGGGTTATCATATTTACGC
1445 o CGTGAATAGTGAACTCTACAATTTACGGC
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PCR approach described by Wach (35). To accomplish this, DNA fragments of
300 to 500 bp corresponding to the 5" and 3’ flanking regions of each gene were
PCR amplified using specific oligonucleotide pairs. The resulting fragments were
then fused by recombinant PCR to the kanMX#4 cassette or to the ura4™ gene.

The C-terminally GFP-tagged (eng2-GFP and agn2-GFP) strains were con-
structed by direct chromosome integration of PCR fragments, generated using
the pFA6a-GFP-kanMX6 plasmid as a template and specific oligonucleotides
(1391/1392 for eng2-GFP and 1465/1466 for agn2-GFP) (3). The amplified frag-
ments contained the GFP-coding region fused in-frame to the last codon of the
eng2" and agn2" genes and the kanMX6 cassette, which was used to select for
transformants. The N-terminally three-hemagglutinin (HA;)-tagged (HA;-eng2)
strain under the control of the repressible nmtl™ promoter was constructed by
direct chromosome integration of PCR fragments generated using the pFA6a-
3HA-kanMXG6 plasmid as a template and specific oligonucleotides (1393/1394)
(3). Correct integration of the DNA fragment was verified by PCR.

Plasmid pJED12 carries the wild-type eng2™ gene cloned under the control of
its own promoter. Oligonucleotides 366/367, which generated Sall/Sacl sites at
the ends, were used for PCR amplification, and Sall/Sacl restriction sites were
used to clone the fragment into the pAU-KS vector. pJED13 carries the
eng2(E537A) allele. Site-directed mutagenesis was accomplished by recombinant
PCR according to the protocol described by Wach (35). The DNA fragment
containing the desired mutation was amplified using a pair of oligonucleotides
that generated the mutation substitution (743/744) and two external primers
(1440/1445). The amplified fragment (968 bp) containing the mutation was then
cloned into plasmid pJED12 (BamHI-Spel).

Ascospore release. For ascospore release experiments, diploid strains were
sporulated for 7 days. Mature asci were washed, resuspended in 300 pl of 50 mM
acetate buffer, pH 5.5, and incubated with 0.8 pg of purified S. pombe Eng2 or
purified S. cerevisiae Eng2 (25) at 37°C for 1 h. The percentage of ascospore
release was calculated as the number of free spores versus the total number of
mature spores counted.

Extract preparation, electrophoresis, and immunoblotting. Sporulating cells
were collected by centrifugation; a small aliquot was used to assess the sporula-
tion process by microscopy. Pellets were boiled for 10 min, quickly frozen (in dry
ice), and stored at —80°C. Total cell extracts of sporulating cells were prepared
by breaking the cells or the spores with glass beads in lysis buffer (50 mM Tris,
pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM PMSF, and 1% Triton X-100).

For immunoblotting, 60 pg of protein extract was resolved by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis on 10% gels. Protein transfer, blot-
ting, and chemiluminescence detection were performed using standard proce-
dures. Anti-GFP (JL-8 Living Colors; Clontech) or antiactin (ICN Biomedicals)
antibodies were used.

Microscopy techniques. For light microscopy, cells were stained with DAPI
(4',6-diamino-2-phenylindole) for DNA visualization. Samples were viewed us-
ing a Leica DMRXA microscope equipped for bright-field and Nomarski optics
and epifluorescence and were photographed with a Hamamatsu ORCA-ER
camera. To estimate the proportion of cells in meiosis I, meiosis II, or sporula-
tion, the percentages of cells with one, two, or four nuclei observed after DAPI
staining and the percentage of asci with mature spores observed under Nomarski
microscopy were determined.

B-Glucanase activity assay and substrates. Activity was detected using re-
duced laminarin (Sigma) as a substrate. Laminarin was reduced by treatment
with NaBH, in 50 mM NaOH, dialyzed against acetate buffer (50 mM, pH 5.5),
and freeze dried. Determination of B-glucanase activity was performed at 37°C
for different incubation times with 50 mM acetate buffer, pH 5.5, containing 0.64
mg/ml of laminarin and 0.1 to 0.6 mg of protein extract. Activity was determined
by measuring the amount of reducing sugars released from the substrate with the
p-amino-hydroxybenzoic acid hydrazide method (12). After enzyme incubation,
an aliquot of 50 pl was added to a solution of 950 pl of 50 mM sodium sulfite,
250 mM NaOH, 25 mM sodium citrate, 10 mM CaCl, containing 1 g p-amino-
hydroxybenzoic acid hydrazide per 100 ml. Following a 10 min boiling period,
reduced sugars were quantified at 405 nm, using glucose as a standard. One unit
of activity was defined as the amount of enzyme that catalyzed the release of
reducing sugar groups equivalent to 1 wmol of glucose per h, and specific activity
was expressed as U per milligram of protein.

RESULTS

Eng2 is induced during ascospore formation. In its genome,
S. pombe contains two genes, engl © and eng2™, that code for
proteins belonging to glycosyl hydrolase family 81 (GHS81).
While Engl is necessary for controlled dissolution of the pri-
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FIG. 1. Eng2 accumulates during sporulation. (A) Western blot
analysis of Eng2-GFP during vegetative growth. Samples were col-
lected from exponentially growing cultures of wild-type (WT; OL23),
eng2A mutant (OL24), and eng2-GFP (OL896) strains to prepare pro-
tein extracts. Anti-GFP antibody was used. (B) Western blot analysis
of Eng2-GFP and Agn2-GFP during sporulation. The diploid strains
OL961 and OL962 were induced to sporulate. Samples were collected
at the indicated times after the induction of sporulation to prepare
protein extracts. Anti-GFP antibody was used. Actin was used as a
loading control. Meiotic progression was followed by DAPI staining of
nuclei, and sporulation was checked by microscopic observation of
asci. The percentages of mononucleate, binucleate, and tetranucleate
cells and spores at each time point for the strain carrying Eng2-GFP
are shown in the graph.

mary septum during cell separation at the end of mitosis (23),
no function has been described for Eng2. Genome-wide tran-
scription-profiling experiments on synchronously sporulating
S. pombe cells have revealed that the expression of eng2™,
which belongs to the middle group of genes (27), is induced
during this process. This induction pattern is similar to that of
the endo-a-1,3-glucanase Agn2, which is required for hydroly-
sis of the ascus wall before spore release (7), suggesting that
Eng2 might perform its function during the sporulation pro-
cess. To confirm that this induction pattern was accompanied
by an increase in Eng2 protein levels, eng2™ was tagged with
GFP to analyze protein levels along the sporulation process;
the fusion protein was detected during vegetative growth (Fig.
1A). A diploid strain carrying Eng2-GFP was induced to sporu-
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late, and samples were collected at different times after induc-
tion and analyzed using anti-GFP antibodies. The results indi-
cated that Eng2 was strongly induced along the sporulation
process, maximum accumulation coinciding with the end of
meiosis II and spore formation (9 h after induction of sporu-
lation). As a control, a strain bearing Agn2-GFP was used, and
a similar pattern was observed, although Agn2-GFP was de-
tected earlier than Eng2 (Fig. 1B). Thus, although Eng2 is
present during vegetative growth, its synthesis is strongly in-
duced during sporulation, with an induction profile slightly
slower than that observed for Agn2.

Endo-f3-1,3-glucanase activity during sporulation depends
on eng2*. Previously, we have shown that Eng2 is a glucanase
with high specificity for B-1,3-glucans, acting with an endo-
hydrolytic mode of action (25). To analyze whether the in-
crease in Eng2 protein levels during sporulation might result in
an increase in 3-1,3-glucanase activity, the activity of sporulat-
ing cells was assayed using laminarin as a substrate. As shown
in Fig. 2A, B-1,3-glucanase activity gradually increased in wild-
type sporulating cells, reached a peak at the moment that the
culture completely sporulated (12 h), and thereafter decreased
slowly, in good agreement with the results obtained by West-
ern analysis (Fig. 1B). Since S. pombe contains two proteins
belonging to the GH81 family encoded by the engl/™* and
eng2™ genes (23, 25), homozygous eng2A/eng2A and englA/
engl A diploids were constructed to confirm that the increase
in B-1,3-glucanase activity during sporulation was indeed
due to eng2™. We observed that the basal level of B-1,3-
glucanase activity of the eng2A/eng2A strain did not increase
along sporulation, which can be attributed to the activity of
the Engl glucanase (Fig. 2A). In contrast, englAlengl A dip-
loids had low levels of glucanase activity during vegetative
growth (time zero) that increased over time, with kinetics iden-
tical to that of wild-type diploids, although the amplitude of
the increase was smaller. These results therefore indicate that
the bulk of B-1,3-glucanase activity produced during sporula-
tion corresponds to Eng2.

eng2* functions after ascospore formation. To analyze the
moment at which Eng2 exerts its function during sporulation,
we first tested the possibility that Eng2 might play a role
during mating or sporulation. Wild-type, englA, or eng2A
cells of opposite mating types were allowed to mate and
sporulate at 25°C for 3 days. Mating and sporulation efficiency
levels were monitored by microscopic inspection of the cul-
tures. The percentages of mature spores in eng2A/eng2A and
englAlengl A crosses were similar to those found for wild-type
haploid strains, indicating that engl ™ and eng2™ are not essen-
tial genes for conjugation and subsequent sporulation.

Progression through meiosis was also analyzed for wild-type
and homozygous eng2A/eng2A mutant strains. The kinetics of
the appearance of bi- and tetranucleate cells was measured for
wild-type and eng2A mutant strains incubated in sporulation
medium for different time intervals. Microscopic inspection of
the DAPI-stained cells indicated that bi- and tetranucleate
cells were present in the eng2A mutant. When progression
through meiosis was quantified, the results indicated that the
kinetics of appearance of bi- and tetranucleate cells in the
eng2A mutant was almost identical to that of the wild-type
strain (Fig. 2B). Mature spores started to appear after 9 h of
incubation and accounted for about 70% of the culture at 12 h
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FIG. 2. B-1,3-Glucanase activity during sporulation. (A) The dip-
loid strains OL946 (WT), OL948 (englA/englA), and OL950 (eng2A/
eng2A) were grown on EMM-AC and then transferred to EMM-SG to
induce sporulation. Samples were collected at the indicated times after
the induction of sporulation to prepare protein extracts and to assay
B-1,3-glucanase activity, using laminarin as substrate. Activity is rep-
resented as units/mg protein. Values are means of results from three
independent measurements, and standard deviations are shown. MI,
meiosis I; MII, meiosis II. (B) Meiotic progression of the wild-type
(WT) and eng2A/eng2A strains. Aliquots of the culture were stained
with DAPI, and the percentages of mononucleate, binucleate, and
tetranucleate cells and spores at each time-point are shown. Images
show mature spores after 24 h of incubation in sporulation medium.

of incubation in the wild-type strain, and a similar value
was observed for the eng2A mutant. Microscopic inspection of
spores incubated for 24 h in sporulation medium suggested
that the spores produced by the eng2A mutant were fully ma-
ture (Fig. 2B), although the spatial arrangement of the mutant
spores had a slight tendency to be linear rather than the typical



1282 ENCINAR perL DEDO ET AL.

diamond shape. Together, these results indicate that eng2™ is
not required for DNA duplication, meiotic segregation, or
spore formation.

Eng2 is required for endolysis of the ascus wall. It has been
reported that the endo-a-1,3-glucanase Agn2 is directly in-
volved in endolysis of the ascus wall and that Agn2 is necessary
for the release of ascospores into the medium (6, 7). agn2™
expression is also induced during sporulation, and the protein
lacks a signal sequence for entry into the secretory pathway,
localizing to the cytoplasm of the ascus. Since Eng2 also lacks
a signal sequence for secretion, we analyzed whether Eng2
might play a similar role in the endolysis of the ascus wall after
sporulation at the time of ascospore release. To test this idea,
eng2A/eng2A diploid cells were transferred to sporulation me-
dium and incubated for long periods of time. As controls, we
used isogenic wild-type and agn2A/agn2A diploid strains. The
three strains formed similar percentages of asci containing four
ascospores within 24 to 48 h after the start of induction. In the
wild-type tetrads, the ascus walls started to lyse, releasing the
individual ascospores over time, a maximum of free spores
(>95%) being reached at 96 h after induction (Fig. 3). In
contrast, the ascus walls remained intact in most agn2A/agn2A
and eng2A/eng2A tetrads. The defect in spore release was
slightly more prominent in agn2A/agn2A cells than in eng2A/
eng2A mutants (1% free spores versus 8%, respectively), sug-
gesting that Agn2 might play a more relevant role than Eng2 in
hydrolysis of the ascus wall (Fig. 3B).

To confirm that eng2™ expression was required for proper
ascospore dispersal, the eng2™ open reading frame was placed
under the control of the nmtI™* thiamine-repressible promoter
at its chromosomal locus. The HA epitope was also introduced
at the N terminus in order to monitor protein levels. Subse-
quently, we created a heterozygous diploid strain carrying the
P,...;-eng2 allele and the eng2A allele (P,,,,,;-eng2/eng2A) and
transferred the cells to sporulation medium. As controls for the
experiment, we used a heterozygous wild type (eng2™/eng2A)
and the eng2/eng2 mutant. Haploid strains were grown on YES
medium to repress the expression of the P,,,,,,-eng2 allele and
then spotted on EMM-N plates, with or without thiamine, to
allow mating and sporulation. Eng2 protein levels were ana-
lyzed after 24 h to confirm that no protein was produced under
repressing conditions (Fig. 4A). The sporulation efficiencies of
the three strains were similar in both media (data not shown).
When free spores were analyzed over time, we found that the
wild-type strain released similar numbers of spores under both
repressing and inducing media (Fig. 4B and C). In the presence
of thiamine (promoter off), the P,,,,,-eng2/eng2A strain pro-
duced asci with four ascospores that remained encapsulated by
the ascus wall, like the eng2A/eng2A diploids. In contrast, under
inducing conditions, most P,,,,,,,-eng2/eng2A ascus walls lysed to
release free ascospores to a degree comparable to that of the
heterozygous wild type (Fig. 4B and C). Together, these ex-
periments indicate that Eng?2 is also involved in endolysis of the
ascus wall, like the a-1,3-glucanase Agn2.

Eng2 enzymatic activity is necessary for spore release. GH81
proteins share a conserved region of around 650 amino acids in
which the catalytic domain is included (25). Within this do-
main, two perfectly conserved Glu residues (E550 or E554)
have been proposed as putative nucleophiles of the active site
of the Aspergillus fumigatus Engll endoglucanase, while the
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FIG. 3. Eng2 participates in ascus wall hydrolysis following sporu-
lation. (A) Microscopic appearance of sporulated cultures obtained
from crosses between wild-type haploid (OL176/OL177), eng2 ™" /eng2A
(OL176/OL773), eng2A/eng2A (OL759/OL773), and agn2A/agn2A
(OL763/OL777) strains. Cultures were incubated for 96 h before the
images were taken. (B) Quantification of ascospore release from
the asci indicated in sporulated cultures from the same crosses. At the
indicated time intervals, the percentages of free ascospores were de-
termined by light microscopy. At least 150 cells were counted for each
time point.

proton donor would be D475 (31). These conserved residues
are also required for the activity of S. cerevisiae Eng2 and
soybean glucan-binding elicitor protein, since point mutations
abolish catalytic activity without affecting protein levels (10,
25). To test whether hydrolysis of the ascus wall requires the
enzymatic activity of Eng2, a point mutant in which one of the
conserved Glu residues had been replaced by Ala was con-
structed [eng2(ES537A) allele] (Fig. SA). The plasmid was in-
troduced into an eng2A mutant, and the resulting strain was
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FIG. 4. Expression of eng2™ is essential for the release of ascospores from asci. The haploid eng2A strain carrying P,,,,,,;-eng2 (OL958) and the
haploid strains from the opposite mating type, OL176 (WT) and OL773 (eng2A), were grown on YES medium to mid-log phase. Equal numbers
of cells were collected and spotted onto EMM-N plates with (+T) and without (—=T) thiamine to induce mating and sporulation. At the indicated
times, aliquots were collected for microscopic inspection and quantification of the percentage of free spores. The crosses were eng2 ™" /eng2A (WT),
eng2A/eng2A (eng2A), and eng2A/eng2A plus P,,,,,-eng2 (HA-eng2). (A) Western analysis of Eng2-HA after 24 of incubation in EMM-N medium.
(B) Percentages of free spores. (C) Sample images of the different strains grown in the presence and absence of thiamine.

crossed with an eng2A mutant of the opposite mating type.
When the efficiency of spore release was analyzed, we found
that it was almost identical to that of the eng2A/eng2A mutant
(around 5% free spores after 96 h) (Fig. 5B), while eng2A/
eng2A mutants carrying a plasmid with the wild-type eng2*
gene were similar to the wild-type control strain in this respect
(>70% free spores). Thus, the endo-B-1,3-glucanase activity of
Eng?2 is essential for efficient spore release.

Eng2 is directly involved in endolysis of the ascus wall. To
corroborate the cellular function of Eng2, eng2A/eng2A diploid
cells were induced to sporulate. When they had completely
developed and matured, they were incubated with purified
Eng2 from S. pombe and the percentage of ascospores released
was determined by microscopic inspection (Fig. 6). As controls,
we used purified S. cerevisiae Eng2 and an agn2A/agn2A dip-
loid. The results indicated that the S. pombe Eng2 was able to
complement the defect of the eng2A/eng2A mutant and hydro-
lyze the remnants of the ascus walls to release free ascospores,
but Eng2 failed to complement the defect of the agn2A/agn2A
mutant. Interestingly, S. cerevisiae Eng2 was largely deficient in
complementing the defect of the eng2A/eng2A mutant, releas-
ing hardly any ascospores. This failure to complement the
phenotype of eng2A/eng2A mutants was not due to the absence
of enzymatic activity, since both proteins were seen to have
similar glucanase activities when laminarin was used as a sub-
strate (58 mU/mg for S. pombe Eng2 versus 66 mU/mg for S.

cerevisiae Eng2). This demonstrates directly that Eng2 is able
to restore the endolysis defect of the eng2A/eng2A mutant,
presumably by hydrolyzing the B-1,3-glucan present in the as-
cus wall. Furthermore, it demonstrates that the S. pombe and
S. cerevisiae proteins have different specificities for their sub-
strates in vivo.

Eng?2 localizes to the epiplasm. The a-glucanase Agn2 lacks
a signal sequence for entry into the secretory pathway, and
Agn?2 localizes to the cytoplasm of the ascus, the epiplasm (6).
Since Eng2 also lacks a conventional signal for secretion, it is
possible that it might have a similar cytoplasmic localization.
To test this, we used the Eng2-GFP construct to monitor Eng2
localization along the sporulation process. Microscopic obser-
vation of sporulating cells revealed that Eng2-GFP localized to
the epiplasm when the spores had already matured (Fig. 7A),
in a pattern similar to that of Agn2-GFP. However, some
differences were observed during the early stages of spore
development. While Agn2-GFP was not observed in sporulat-
ing cells in which the spores had not formed, Eng2-GFP ap-
peared concentrated as two intense dots (one in each cell).
This difference could be due to the fact that Eng2 is also
present in vegetative cells, where it localizes as a dot in the
cells. However, the significance of this dot and its function are
currently unknown.

We also found that a faint signal for Agn2-GFP and Eng2-
GFP could be observed at the periphery of the released spores
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FIG. 5. Eng2 catalytic activity is required for ascus endolysis.
(A) Schematic representation of Eng2. The gray rectangle indicates
the common region present in GHS81 proteins that contains the puta-
tive catalytic domain of the protein (black rectangle). The white circle
marks the position of the two perfectly conserved Glu residues, which
have been proposed to act as putative nucleophiles (asterisks). ES37
was mutated to Ala. (B) Quantification of ascospore release from the
asci in sporulated cultures. At the indicated time intervals, the per-
centages of free ascospores were determined by light microscopy. At
least 150 cells were counted for each time point. The crosses were
OL176/OL177 (WT), OL759/OL773 (eng2A), OL759/OL773 carrying
pJED12 (eng2A/peng2™), and OL759/OL773 carrying pJED13 [eng2A/
peng2(E537A)].

(Fig. 7B), raising the possibility that these two enzymes might
have a function in spore wall degradation during germination.
To test this possibility, we analyzed the spore germination and
viability of eng2A/eng2A mutants in comparison with those of
the wild-type strain. The results indicated that similar numbers
of spores were able to germinate in the two strains (>70%)
(Fig. 6C), ruling out the possibility that Eng2 is required for
spore germination.

DISCUSSION

S. pombe contains two proteins belonging to the GH81 fam-
ily encoded by the engl * and eng2™* genes. Both proteins have
been shown to have endo-glucanase activity, specifically hydro-
lyzing B-1,3-glucan chains (25), like most of the members of
this family described so far (4, 11, 12, 31). Even though they
display the same enzymatic activity, Engl and Eng2 function at
different moments of the life cycle of fission yeast. Thus,
whereas Engl is involved in the controlled dissolution of the
linear B-1,3-glucan of the primary septum during the last step
of the cell cycle, i.e., cell separation (23), in the present study,
we demonstrate that not only eng2™ expression but also the
catalytic activity of Eng2 is required for endolysis of the ascus
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FIG. 6. Exogenous addition of purified Eng2 results in ascospore
release. eng2A/eng2A (OL759/OL773) or agn2A/agn2A (OL763/
OL777) diploid cells were allowed to sporulate for 7 days. After spore
formation, the asci were incubated for 60 min at 37°C with buffer or
0.05 units of purified S. pombe Eng2 (SpEng2) or S. cerevisiae Eng2
(ScEng2). The percentage of ascospores released in each culture was
examined by light microscopy. At least 100 cells were counted. WT,
wild type.

wall, the last step in the sexual cycle. The ascus wall is the cell
wall of mating haploid cells or the cell wall of a sporulating
diploid cell and is therefore expected to have a composition
similar to that of vegetative cells, consisting mainly of «-1,3-
glucan and B-1,3-glucan (17, 21). In light of its high substrate
specificity, it is very likely that Eng?2 is required for the degra-
dation of the B-1,3-glucans of the ascus wall prior to spore
release.

Interestingly, S. pombe contains another pair of hydrolytic
enzymes that appear to function at similar times of the life
cycle and have functions complementary to those of Engl and
Eng2. These are the a-1,3-glucanases Agnl and Agn2, belong-
ing to the GH71 family. The B-glucanase Engl and the a-glu-
canase Agnl fulfill their function during the last step of the
vegetative cell cycle, i.e., controlled dissolution of the primary
septum and the cylinder of cell wall that surrounds it, termed
the septum edging (6, 13, 23). The complementary action of
these two enzymes is necessary for the efficient degradation of
the linear B-1,3-glucan of the primary septum and the «- and
B-glucans of septum edging, allowing the two daughter cells to
become two independent entities. The two genes, engl * and
agnl™, show a periodic pattern of expression during the cell
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cycle, with a peak at the end of mitosis, and their transcription
is controlled by the transcription factor Ace2 (1, 5, 32). Both
Engl and Agnl contain a signal sequence for entry into the
secretory pathway, and they are transported to the septum
region, where they initially localize as a ring that surrounds the
septum in a process that is dependent on septins and the
exocyst (1, 23, 26).

Similarly, the B-glucanase Eng2 and the a-glucanase Agn2
form another pair of complementary enzymes with some
shared characteristics, and they function during the final step
of the S. pombe sexual cycle. The expression of eng2™ and
agn2™, belonging to the middle group of genes, is highly up-
regulated during the sporulation process, and their products
are mainly involved in spore morphogenesis (27). Additionally,
Eng?2 lacks a signal peptide for entry into the secretory pathway
and therefore localizes intracellularly to the cytosol of the
diploid cell, as has been described for Agn2 (6). Since the ascus
wall corresponds to the cell wall of the diploid cell or to the cell
wall of conjugating haploids, this wall is expected to have a
composition similar to that of the vegetative cell wall. The fact
that the deletion of either of these enzymes produces a similar
defect in spore release suggests that both a-1,3-glucan and
B-1,3-glucan must be hydrolyzed for ascospores to be released
efficiently, and this is achieved by the concerted action of Agn2
and Eng2. Both of these enzymes localize to the cytosol of the
cell, but they exert their function at the extracellular side of the
plasma membrane of the ascus. Since the synthesis of the spore

wall requires a modification in the vesicular traffic to target the
secretion of the components of the biosynthesis machinery to
the forespore membrane, the absence of a secretory signal
sequence might be essential for Eng2 and Agn2 to localize
correctly and fulfill their cellular function. When the spore cell
wall is synthesized, the inner layer of the forespore membrane
becomes the spore plasma membrane, whereas the outer layer
autolyzes. It is possible that a similar degradation occurs with
the plasma membrane of the ascus, allowing Eng2 and Agn?2 to
access their substrates, as has been previously proposed (7).
Interestingly, the genomes of other yeasts, such as S. cerevisiae
and Candida albicans, contain a pair of endo-p-1,3-glucanases,
one of which lacks a signal peptide (4, 9). Whether the cyto-
plasmic B-glucanase plays a role during other moments of the
life cycle remains to be investigated.

Another interesting issue is the differences in the in vivo
substrate specificities of the GH81 proteins. We have shown
that purified Eng2 from S. pombe fully complements the defect
of an eng2A/eng2A mutant, while S. cerevisiae Eng2 is largely
deficient in this process. Although the two proteins are found
to have similar enzymatic activities when assayed in vitro, the
present results could be an indication that they have different
substrate specificities in vivo and that the B-1,3-glucans of the
S. pombe spore wall are inefficiently recognized and cleaved by
S. cerevisiae Eng2. Alternatively, this difference could reflect
the differences between the biological properties of S. cerevi-
siae and S. pombe, since asci are not autolyzed before spore



1286

ENCINAR perL DEDO ET AL.

germination in budding yeast. Additionally, the two S. pombe
proteins of this family, Engl and Eng2, also seem to have
different in vivo substrates. In vitro, both proteins are able to
degrade B-1,3-glucans (25). However, in vivo, their substrates
must be different, since Engl acts specifically on the primary
septum, which is rich in linear chains of B-1,3-glucan (18),
while Eng2 should act on the B-1,3-glucans of the cell wall.
These differences could be due to the fact that at the C termi-
nus, Engl contains three repeats of a sequence acting as a
carbohydrate-binding domain that are necessary for its correct
localization to the septum region and that might provide strong
specificity for the linear B-glucan chains whereas Eng2 lacks
this region (24).
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Las glicosil hidrolasas son un grupo de
enzimas ampliamente distribuidas en la
naturaleza, implicadas en la hidrélisis de enlaces
glicosidicos entre dos o mas carbohidratos o entre
un carbohidrato y una molécula de naturaleza
distinta. La familia 81 de las glicosil hidrolasas
esta formada por unas 80 proteinas (segun
CAZy) con actividad 3(1,3)-glucanasa, dentro de
la cual se incluyen las proteinas eng1 y eng2 de
S. pombe. Ambas contienen el dominio comun
de unos 650 aminoacidos caracteristico de las
proteinas de esta familia, y se ha demostrado que
in vitro son capaces de llevar a cabo la enddlisis
de polisacaridos con glucosas unidas mediante
enlaces B(1,3) (Martin-Cuadrado et al., 2008b).
Sin embargo, existen diferencias en el patron de
expresion, localizaciéon y secuencia que apuntan
a funciones diferentes en el ciclo de vida de S.
pombe.

eng1* presenta un patron de expresion
ciclico durante el crecimiento vegetativo, con un
maximo que coincide con la septacién, mientras
que durante el ciclo sexual su expresion se va
reduciendo paulatinamente. Por el contrario,
eng2* se expresa de forma constitutiva durante el
crecimiento vegetativo pero se induce fuertemente
durante el Otra diferencia entre
eng1 y eng2 radica en las peculiaridades de su
secuencia aminoacidica, ya que eng1 contiene en
su extremo N-terminal una secuencia senal que
le permite incorporarse a la ruta de secreciéon y un
dominio adicional en el extremo C-terminal que
contiene una region rica en treoninas y serinas
con varias cisteinas y tirosinas conservadas, que
ha sido identificada como un Dominio de Unién
a Carbohidratos, necesario para su correcta
localizacion en la region del septo (Martin-
Cuadrado et al., 2003; Martin-Cuadrado et al.,
2008a; Martin-Cuadrado et al., 2005). Por su
parte, eng2 no contiene ninguna secuencia seial
de secrecion y en su lugar presenta una region
rica en prolinas con las caracteristicas de los
motivos de interaccion con dominios SH3. Por
ello, la proteina eng2 se localiza en el citoplasma
de las células.

ciclo sexual.
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La funcion de eng1 ha sido ampliamente
estudiada durante los ultimos afios en nuestro
laboratorio, habiéndose descrito que es la proteina
responsable de la disolucion controlada del septo
primario durante el proceso de separacion celular,
lo que permite que las dos células surgidas de
la mitosis se independicen (Martin-Cuadrado et
al., 2003). En este proceso, eng1 actua de forma
coordinada con la a-glucanasa agn1, que es la
responsable de la hidrdlisis del cilindro de pared
celular que rodea al septo (Alonso-Nufiez et al.,
2005; Dekker et al., 2004; Garcia et al., 2005).
Sin embargo, poco se conocia de la funcién de
la proteina eng2 en S. pombe o de su homdlogo
en S. cerevisiae al comienzo del presente trabajo,
salvo que en esta Ultima levadura era una proteina
citoplasmica (Baladrén et al., 2002). Es por ello
que en este trabajo se abordé la caracterizacion
de la funcién de eng2 usando como modelo la
levadura de fision. Los resultados descritos en
la presente Memoria permiten afirmar que eng2
desempefia no soélo una funcién en la levadura
de fision, sino dos funciones completamente
diferentes dependiendo del momento del ciclo de
vida. Asi, durante el crecimiento vegetativo eng2
participa en el proceso de endocitosis junto con
otro conjunto de proteinas, siendo necesaria para
el desplazamiento del complejo arp2/3 hacia el
interior del citoplasma, y para desempefar esta
funciéon no se requiere la actividad catalitica de
la proteina. Adicionalmente, eng2 también es
necesaria durante las etapas finales del proceso
de esporulacién. En esta parte del ciclo, eng2 actua
como una verdadera glucanasa, hidrolizando los
B(1,3) glucanos de la pared celular del asca una
vez que las esporas han madurado y permitiendo
de esta manera su liberacion. De forma similar a
lo que ocurre en células vegetativas con eng1 y
agn1, en la disolucion de la pared celular de las
ascas eng2 colabora con la a-glucanasa agn2,
que hidrolizaria el a(1,3) glucano (Dekker et al.,
2007).

Estos resultados permiten considerar a la
endoglucanasa eng2 como una nueva proteina
bifuncional o proteina “moonlighting”. El término
“‘moonlighting” hace referencia a proteinas
“pluriempleadas” que desempefian dos o mas



funciones diferentes a partir de una uUnica cadena
peptidica. Quedan excluidas de este grupo
aquellas proteinas que desempefian funciones
diferentes debido a la fusiébn de varios genes
0 que son el resultado de distintos tipos de
procesamiento. Tampoco se incluyen dentro de
esta categoria las proteinas que llevan a cabo
la misma funciéon en distintas localizaciones
o tipos celulares, o distintas proteinas de una
misma familia donde cada una de ellas realiza
una unica funcién (Gancedo y Flores, 2008;
Jeffery, 1999; Jeffery, 2005; Jeffery, 2009). eng2
muestra muchas de las caracteristicas propias de
las proteinas “moonlighting”, como por ejemplo
variaciones en el nivel de expresion a lo largo
del ciclo de vida, diferencias en la localizacién
subcelular o en la capacidad para formar parte de
distintos complejos. Asi, durante el crecimiento
vegetativo eng2 localiza en puntos discretos
en el citoplasma celular, mientras que durante
la esporulacién aparece de forma difusa en el
epiplasma del asca rodeando las ascosporas.
Otra caracteristica que comparte con este grupo
de proteinas es su capacidad para formar parte de
distintos complejos. La localizacion como puntos
en células vegetativas requiere de los motivos de
interaccién con proteinas SH3 (regiones ricas en
Pro del extremo N-terminal), lo que indicaria que
en esta fase del ciclo es importante la interaccion
con otras proteinas (como Isb1) para desempenar
correctamente su funcion, mientras que esta
region es completamente dispensable durante
el proceso de dehiscencia de las ascas, en la
que actua de forma coordinada con la a(1,3)-
glucanasa agn2. Finalmente, el hecho de que
la actividad endoglucanasa sea necesaria para
desempefiar su funciéon durante esporulacion
pero no en el proceso de endocitosis y crecimiento
celular nos permite clasificar a eng2 como una
nueva proteina “moonlighting”.

La proteina eng2 ha sido incluida dentro
de la familia GH81 en base a su secuencia y a
su actividad f(1,3)-endoglucanasa, presente

en la mayoria de los miembros estudiados
pertenecientes a esta familia (Esteban et al,
2005; Martin-Cuadrado et al., 2008b; McGrath et
al., 2009; McGrath y Wilson, 2006; Mouyna et al.,
2002). A pesar de ser una glucanasa necesaria
para la dehiscencia de las esporas, el resultado
mas relevante del trabajo descrito en esta Memoria
ha sido el determinar que eng2 desempefia
una funcion adicional durante el crecimiento
vegetativo relacionada con el crecimiento celular
y la endocitosis que no requiere la actividad
catalitica.

Los resultados obtenidos indican que
existen dos defectos fundamentales en los
mutantes eng2A. En primer lugar, la proteina
eng?2 parece estar relacionada con la regulacion
del crecimiento polarizado, ya que el mutante
eng?A es incapaz de realizar NETO y cambiar
el patron de crecimiento de monopolar a bipolar.
Al mismo tiempo, el nivel de expresién de eng2*
parece modular el crecimiento celular, ya que la
delecién produce células méas cortas y anchas
que las del silvestre mientras que su sobre-
expresion genera células de mayor longitud.
El segundo fenotipo observado es un defecto
en el ensamblaje del citoesqueleto de actina y
en la endocitosis. Cabe preguntarse, por tanto,
si estos dos defectos son independientes y se
deben a dos funciones diferentes de la proteina
eng2 o estan relacionados, siendo uno de ellos
consecuencia del otro. El mutante eng2A muestra
un citoesqueleto de actina alterado, en el cual los
parches estan localizados de forma mayoritaria
en uno de sus polos y al mismo tiempo los
cables son mas abundantes y desorganizados
en comparacion con una cepa silvestre. Esta
distribucion monopolar de los parches de actina
no es debida a un retraso en el ciclo celular, ya
que los ensayos con cultivos sincrénicos han
demostrado que la progresion por el ciclo celular
del mutante cdc10-129 eng2Aes idénticaaladela
cepa cdc10-129, produciéndose la citoquinesis al
mismo tiempo. Por otra parte, la sobre-expresion
de eng2* también muestra un citoesqueleto de
actina ligeramente alterado, en el que los parches
estan distribuidos de forma mas homogénea a lo
largo de la célula en lugar de estar concentrados



en las regiones de crecimiento activo. Como ya
se ha comentado, estas variaciones en el nivel
de expresion de eng2 se traducen en cambios
en el tamafo de las células, siendo las células
del mutante eng2A mas cortas y anchas que las
del silvestre. Es interesante que estos defectos
también han sido descritos para otros mutantes
afectados en distintas etapas de la endocitosis,
como end4A o btn1A (Castagnetti et al., 2005;
Codlin et al., 2008; Iwaki et al., 2004), en los que
las células también son mas cortas y anchas que
las de la cepa silvestre. Otro defecto caracteristico
de los mutantes de endocitosis es la alteracion
de la organizacién de los lipidos de membrana
o “lipid-rafts” (Attanapola et al., 2009; Codlin et
al., 2008; Iwaki et al., 2004; Takeda y Chang,
2005). Los ensayos in vivo de internalizacion del
colorante FM4-64 y la tincién con filipina indican
que el mutante eng2A también presenta una
distribucién anormal de estos lipidos, perdiéndose
su localizacién especifica en los polos de la
célula. Esta alteracion en el patron de distribucion
de los lipidos de membrana posiblemente sea
una consecuencia derivada de los defectos en
endocitosis, como ocurre en los mutantes end4A,
myo1A o btn1A (Attanapola et al., 2009; Codlin
et al., 2008; Iwaki et al., 2004). También se ha
descrito que las células carentes de btn1, el
ortélogo del gen que produce la enfermedad de
Batten en humanos y que es necesario para la
endocitosis en S. pombe, son mayoritariamente
monopolares y presentan un defecto en NETO
(Codlin et al., 2008). Es posible, por tanto, que
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el defecto primario del mutante eng2A sea un
defecto en la endocitosis, y que los cambios en
el patréon de crecimiento y el tamafo celular sean
una consecuencia de la incapacidad para realizar
la endocitosis de forma correcta.

En S. pombe, se ha descrito que la mutacion de
numerosos genes relacionados con el crecimiento
celular producen modificaciones en el patrén de
crecimiento y la organizacion del citoesqueleto de
actina (Das et al., 2007; Feierbach y Chang, 2001;
Glynn et al., 2001; Huang et al., 2005; Lee et al.,
2000; Martin y Chang, 2005; Martin et al., 2005;
Martin et al., 2007b; Nakano y Mabuchi, 2006a;
Rincoén et al., 2009). Dependiendo de la funcién
que desempefian las distintas proteinas, se han
descrito diferentes patrones de crecimiento (Fig.
65). Asi, los mutantes carentes de proteinas que
actuan como marcadores de polaridad (tea7A o
tea4A) presentan un patrén de crecimiento en
el que tras la divisién celular una de las células
hijas crece por el polo viejo mientras que la otra
crece por el polo nuevo (Martin et al., 2005;
Snaith et al., 2005). Este patron también ha
sido observado en el mutante tea3A y en menor
medida en el mutante mod5A, cuyas proteinas
estan implicadas en el establecimiento de los
polos de crecimiento (Snaith et al., 2005). En el
mutante for3A -carente de la formina que nuclea
los cables de actina- tras la divisidn, una célula
hija crece por el polo viejo mientras que la otra
crece por ambos polos (Feierbach y Chang,
2001). Otra proteina implicada en el crecimiento
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Figura 65.- Patrén de crecimiento de mutantes de polaridad en S. pombe.




celular y cuyo ausencia produce un patron
alterado es bud6. En el mutante bud6A, tras la
divisiéon celular aproximadamente un 50% de las
células son incapaces de llevar a cabo el NETO,
manteniendo un patron monopolar a lo largo de
todo el ciclo (Glynn et al., 2001). Finalmente, existe
otro grupo de mutantes que son completamente
incapaces de polarizar el crecimiento, por lo
que crecen de manera isodiamétrica generando
células redondeadas o abombadas, como ocurre
en mutantes orb6-25, cdc42-879, cdc42-1625 o
cuando se reprime el gen nak1* (Huang et al.,
2005; Martin et al., 2007b; Rincon et al., 2009;
Verde et al., 1998). El patron de crecimiento
de otros mutantes afectados en endocitosis no
ha sido analizado con detalle, por lo que no es
posible compararlo con el del mutante eng2A,
que presenta un patrén de crecimiento similar al
del mutante bud6A, con un 60-70% de células
incapaces de llevar a cabo el NETO. La proteina
bud6 es necesaria para la activacion y localizacion
de la formina for3 y su delecién presenta ligeros
defectos en la localizacion de for3 en los polos,
con cables de actina menos aparentes. Estos
fenotipos pueden ser complementados por la
versiéon “hiperactiva” de for3 que presenta una
mutacioén puntual en el dominio DAD (for3-DAD?),
lo que indica que bud6 colabora en la eliminacién
de la autoinhibicién de for3 y que los defectos
observados se deben a una incompleta activacion
de for3 (Martin et al., 2007b). La proteina eng2
no parece estar relacionada de forma directa
con for3, ya que la delecién de eng2* no afecta
a su localizacién, y en principio tampoco parece
afectar a su actividad, ya que es capaz de formar
cables mas abundantes, aunque desorganizados,
que una cepa silvestre, lo que podria indicar que
la formina esta mas activa. Este defecto en la
organizacion de los cables de actina podria ser
una consecuencia de una menor actividad del
complejo arp2/3. En S. cerevisiae se ha descrito
la existencia de un mecanismo compensatorio
entre los diferentes modos de organizacion
de la actina en la célula, de tal manera que la
sobre-expresion de una version “hiperactiva”
de una de sus forminas (Bnr1ARBD) causa la
muerte celular debido a la masiva acumulacion
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de cables de actina. Este fenotipo de lisis celular
puede complementarse por la sobre-expresion de
proteinas relacionadas con el ensamblaje de los
cables (tropomiosinas), el reciclaje de la actina
(cofilina) o la activacion del complejo arp2/3
(Las17/Bee1) (Gao y Bretscher, 2008). Por ello,
la acumulacion de cables de actina en el mutante
eng2/A podria deberse a una mayor actividad de la
formina for3 en la célula al existir un mayor nimero
de mondémeros de actina libres en el citoplasma.
Sin embargo, estas observaciones no explican
los posibles defectos en la activacion de for3 en
el polo nuevo de la célula en el mutante eng2A.
La localizacion monopolar de la miosina de Clase
V myo52, implicada en la secrecion polarizada y
cuya delecion produce una desorganizacion del
citoesqueleto de actina y un crecimiento ectopico
(Win et al, 2001), indica que la secrecion
polarizada también se encuentra alterada en este
mutante, y con ello las proteinas que necesitan
de ella, como bgs4. La explicacion mas sencilla
es que la desorganizacion del citoesqueleto de
actina impida la llegada de myo52 y sus cargos
(entre los que se encuentra bgs4) al polo nuevo,
imposibilitando la activacién del crecimiento en el
mismo. Otra posibilidad para explicar el defecto en
NETO del mutante eng2A podria ser que alguna
de las proteinas implicadas en la activacion de la
formina for3 fuera incapaz de llegar al polo nuevo
debido a los defectos de secrecion.De hecho, en
S. cerevisiae se ha demostrado que el aparato
secretor es necesario para la localizacion de Bud6
(Goode y Eck, 2007; Jin y Amberg, 2000). De esta
manera, solo las moléculas de for3 localizadas
en el polo viejo estarian activas y funcionales,
mientras que las localizadas en el polo nuevo
estarian inactivas. Sera necesario analizar los
efectos de la expresion del alelo “hiperactivo” de
for3 y su capacidad para complementar el fenotipo
del mutante eng2A para validar esta hipotesis.
Otra posibilidad para explicar estas observa-
ciones es que la endocitosis participe de forma
activa en el crecimiento polarizado. De hecho,
trabajos muy recientes en S. cerevisiae han
demostrado que existe un crecimiento polarizado
de la yema en células que presentan las forminas
deslocalizadas o ausentes gracias al reciclaje



de las vesiculas endociticas (Gao y Bretscher,
2009; Yamamoto et al., 2010). Por ello, serian
experimentos adicionales para
determinar si este mecanismo también existe en
S. pombe antes de poder concluir si el defecto
de crecimiento en el mutante eng2A es debido
a la alteracién del citoesqueleto de actina, la
secrecion polarizada o la endocitosis.

necesarios

La endocitosis es un proceso complejo que
requiere de la modificacién de la estructura
lipidica de la membrana celular y el reclutamiento
secuencial de una serie de proteinas que generan
una invaginacion de la membrana, que en ultimo
término va a dar lugar a una vesicula endocitica
mediante un proceso de escision (Gachet y
Hyams, 2005; Kaksonen et al., 2005; Liu et al.,
2009). La idea de que los parches de actina son
los sitios en los que ocurre la endocitosis en las
células esta ampliamente aceptada hoy en dia
(Galletta y Cooper, 2009; Kaksonen et al., 2005;
Moseley y Goode, 2006; Robertson et al., 2009b).
Mediante estudios de microscopia in vivo de
los distintos componentes, se ha propuesto un
modelo en el que existirian cinco moédulos que
se ensamblan de forma dinamica y cooperan en
la formacion de la vesicula (Galletta y Cooper,
2009; Kaksonen et al., 2005; Liu et al., 2009). Las
proteinas de los distintos mdodulos llegan de forma
secuencial a los sitios de endocitosis con una
cinética estrictamente regulada y su ensamblaje
es necesario para la internalizacion de la vesicula
endocitica. En primer lugar se produce la
acumulacion de PIP, en una region concreta de la
membrana plasmatica que comienzan a reclutar
a las proteinas de la cubierta, (los componentes
mas representativos de este moédulo son la
clatrina y otras proteinas como Sla1, Sla2, End3
y Pan1) que se acumulan en la regiéon donde
se va a formar la vesicula, generando una
curvatura en la membrana. El segundo maédulo,
denominado moédulo WASP/MYO, contiene a las
proteinas de la familia WASP y las miosinas de
Clase |, siendo responsable de la activacion del
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complejo arp2/3 que inicia la polimerizacién de la
actina. Recientemente, proteinas de este médulo
también han sido relacionadas con la invaginacion
de la vesicula y la escisién de la misma (Idrissi
et al., 2008; Sun et al., 2006). El modulo de la
actina contiene las proteinas responsables de la
polimerizacion de la actina y de generar la fuerza
necesaria para la invaginacién de la vesicula,
siendo sus componentes mas destacados la
actina y el complejo arp2/3. Finalmente, el médulo
de escisidon, que incluye las proteinas Rvs161
y Rvs167 en S. cerevisiae, es el responsable
de la separacion de la vesicula, siendo el
ultimo médulo de proteinas en llegar al sitio de
endocitosis. Adicionalmente, existe una familia
de proteinas, conocida como Lsb (por “Las17
Binding Proteins”), que ha sido relacionada con la
organizacion del citoesqueleto de actina, el trafico
de membranas y la endocitosis, aunque su funcion
concreta en este proceso no se conoce (Costa
y Ayscough, 2005; Costa et al., 2005; Dewar et
al., 2002; Madania et al., 1999; Robertson et al.,
2009a). Algunas de estas proteinas (Lsb3 y Lsb4)
podrian formar parte de un médulo responsable
de la coordinacion de los procesos de endocitosis
(Tonikian et al., 2009). Ademas, las proteinas Lsb
presentan dominios SH3 de interaccién proteina-
proteina, habiéndose demostrado la interaccion
con otras proteinas implicadas en la organizacién
del citoesqueleto de actina (Lsb4-Sla1, Lsb3-
Sla1, Lsb4-Las17/Bee1) (Dewar et al., 2002).

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo han permitido identificar a la glucanasa
eng2 como una nueva proteina que participa
en el proceso de endocitosis en S. pombe.
Estudios de protedmica y microscopia in vivo con
diferentes proteinas fluorescentes indican que
eng?2 interacciona con varias proteinas implicadas
en la endocitosis, siendo necesaria para el
movimiento del complejo arp2/3 hacia el interior
de la célula. En el modelo actual aceptado de
la endocitosis, este movimiento se corresponde
con el desplazamiento de las vesiculas
endociticas hacia el interior del citoplasma, que
eventualmente se fusionan con los endosomas
antes del desensamblaje de la actina (Galletta



y Cooper, 2009). En el presente trabajo se ha
demostrado que eng2y Isb1 colocalizan durante el
ciclo vegetativo formando un complejo implicado
en los procesos de endocitosis. Ademas, estas
proteinas y el complejo arp2/3 colocalizan
durante el desplazamiento del complejo desde la
membrana plasmatica hacia el interior celular y
que la ausencia de eng2 provoca graves defectos
en este movimiento. La colocalizacion de eng2
con Isb1 a lo largo del ciclo celular indica que
eng2 es un nuevo componente del médulo de
proteinas Isb en S. pombe. Aunque los fenotipos
de los mutantes IsbA en la levadura de fision
no han sido analizados, los resultados aqui
obtenidos parecen indicar que el médulo Isb-eng2
participaria en las etapas finales de la endocitosis,
siendo necesario para la escision de la vesicula y
su internalizacion.

A pesar de que no se han obtenido datos
sobre la interaccion fisica de eng2 con Isb1 que
permitan afirmar de forma inequivoca que estas
dos proteinas se asocian en un complejo, existen
varias evidencias en S. cerevisiae que indican que
esto podria ser cierto. La levadura de gemacion
posee en su genoma una proteina ortéloga a
eng2 de S. pombe, denominada Acf2 o Eng2,
ya que fue identificada como un factor necesario
para el ensamblaje de los parches de actina en
un ensayo in vitro (y por ello se denominé Acf2,
de Assembly Complementing Factor) y como
una proteina con actividad (1,3)-endoglucanasa
(Baladrén et al., 2002; Lechler y Li, 1997). Las
distintas aproximaciones que se han desarrollado
enlos ultimos anos en S. cerevisiae para identificar
interacciones entre proteinas a escala gendémica,
bien mediante la técnica de los dos hibridos o bien
por la purificacion de complejos de proteinas, han
permitido identificar un conjunto numeroso de
proteinas que muestran interacciones con Eng2
y que aportan algunas claves sobre la posible
funcion de esta proteina en S. cerevisiae (Drees
et al., 2001; Germann et al., 2005; Krogan et al.,
2006; Tarassov et al., 2008; Tong et al., 2002).
En la Figura 66 se muestra un esquema de las
distintas interacciones descritas en estos analisis.
Como puede observarse, dentro del grupo de
proteinas que participan en los distintos pasos
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Figura 66.- Red de interacciones descritas para Acf2/
Eng2 en S. cerevisiae. Imagen generada a partir de la in-
formacién contenida en la base de datos STRING 8.2.

del proceso de endocitosis, parece que Eng2/
Acf2 interacciona con las proteinas Lsb y los
componentes del médulo de escisién (Rvs161
y Rvs167). Adicionalmente, recientemente se ha
publicado un estudio en el que se describe el mapa
de interacciones de todos los dominios SH3 de
S. cerevisiae con otras proteinas (Tonikian et al.,
2009). Los dominios SH3 son pequefios médulos
formados por unos 50 aminoacidos organizados
en forma de barril B parcialmente abierto y que
se encuentran presentes en una gran variedad
de proteinas relacionadas con la transduccién
de sefales y la organizacion del citoesqueleto.
Los dominios SH3 se unen de forma especifica
a regiones ricas en prolinas con el consenso
RxxPxxP (Clase 1) o PxxPxR (Clase Il), aunque
en ocasiones residuos situados fuera del nucleo
contribuyen a la especificidad de unién de forma
importante (Mayer, 2001). En el trabajo de Tonikian
y colaboradores (2009), se han identificado
las proteinas que contienen regiones ricas en
prolinas capaces de interaccionar con cada
dominio SH3 mediante varias aproximaciones
experimentales, y las distintas interacciones
detectadas fueron cuantificadas asignandoles
un valor de puntuacion normalizado, de tal
manera que esta puntuacion refleja la afinidad
de un dominio SH3 determinado por las distintas
proteinas con motivos de unién. Eng2/Acf2 fue



identificada como una de las proteinas capaces
de interaccionar con distintos dominios SHS3,
presentando las puntuaciones normalizadas
mas elevadas con los dominios SH3 de Lsb3,
Lsb4, Pin3 (Lsb2) y Rvs167, lo que indicaria que
posiblemente es capaz de interaccionar con este
grupo de proteinas.

Algunas de estas interacciones han
sido confirmadas mediante ensayos de
inmunoprecipitacion, o TAP (Tandem Affinity
Purification) (Drees et al., 2001; Germann et
al., 2005). Asi, mediante coinmunoprecipitacion
se ha demostrado que Eng2/Acf2 y Rvs167
interaccionan de forma independiente a Rvs161.
Ensayos de dos-hibridos sugieren que la
interaccion Eng2-Rvs167 estda mediada por el
dominio SH3 de Rvs167 y la regidn rica en prolinas
del extremo N-terminal de Eng2/Acf2. Rvs167 y
Rvs161 son las Unicas proteinas de la Familia
BAR de S. cerevisiae. Estas proteinas forman
un heterodimero capaz de unirse a los lipidos de
membrana y esta implicado en la regulacién del
citoesqueleto de actina y la endocitosis. In vivo,
el complejo Rvs167-Rvs161 ha sido relacionado
con el proceso de escisién de la vesicula durante
la endocitosis (Friesen et al., 2006; Kaksonen et
al., 2005; Liu et al., 2009; Navarro et al., 1997).
Los mutantes rvs167A y rvs161A comparten
algunos fenotipos, como la incapacidad para
crecer en medios limitantes en nutrientes o en
condiciones de estrés salino, defectos en la
organizacion del citoesqueleto de actina y fallos
en el proceso de endocitosis (Munn et al., 1995;
Sivadon et al., 1995). Por otra parte, las proteinas
Lsb han sido relacionadas con la organizacién del
citoesqueleto de actina, el trafico de membranas y
la endocitosis (Costa y Ayscough, 2005; Costa et
al., 2005; Dewar et al., 2002; Madania et al., 1999;
Robertson et al., 2009a). Ademas, podrian estar
involucradas en el reclutamiento y ensamblaje de
varios complejos implicados en los procesos de
endocitosis a través de interacciones mediadas
por sus dominios SH3 (Tonikian et al., 2009; Toret
et al., 2008).
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Una caracteristica notable de la proteina
eng2 es su localizacién como puntos altamente
dinamicos en el citoplasma de la célula durante
el ciclo vegetativo. Mediante experimentos de
microscopia in vivo a lo largo del tiempo (“time-
lapse”), hemos comprobado que eng2 presenta
dos tipos de movimientos, unos aleatorios y de
corto recorrido en regiones préximas a los polos
de la célula o en torno al septo, que se combinan
con desplazamientos largos de polo a polo de la
célula. A pesar de que eng2 es necesaria para la
activacioén del crecimiento en el polo nuevo, no ha
sido posible correlacionar el desplazamiento de
eng? al polo nuevo con NETO, lo que indicaria que
eng2 no esta directamente relacionada con este
proceso. Los movimientos de largo recorrido son
completamente dependientes de los cables de
actina pero no dependen de la miosina de Clase V
myo52. Ya que no existe ningun dominio motor en
la secuencia de eng2 que le permita desplazarse
a través de los cables de actina, cabe pensar
que deberia estar asociada a otras proteinas con
dominios motores, como las miosinas de Clase I
ric1 o myp2, que también localizan como puntos
moviles en el citoplasma (Coffman et al., 2009;
Wu et al., 2006). Ademas existen otra serie de
proteinas, como la proteina Isb1 o la formina
cdc12 durante interfase, que presentan un patrén
de localizacion similar a eng2 (Coffman et al.,
2009; Chang, 1999; Matsuyama et al., 2006;
Yonetani et al., 2008). Mediante experimentos de
microscopia in vivo, hemos demostrado que eng2
Unicamente colocaliza con la proteina Isb1, y que
cdc12 y rlc1 se localizan en otros puntos que no
contienen eng2. Por tanto, debe existir alguna
proteina adicional no identificada en el complejo
eng2-Isb1 que proporcione la fuerza motora
necesaria para el movimiento sobre los cables de
actina.

El andlisis de distintas versiones truncadas de
la proteina eng2 ha permitido determinar que el
extremo N-terminal de eng2 desempefia un papel



esencial en su funcidon durante el crecimiento
vegetativo, tanto en la localizacion como en la
actividad biolégica. El motivo mas caracteristico
presente en esta region es una zona rica en
prolinas (PVFPSRAHPSPPLGL) que se ajusta
perfectamente a los motivos de interaccion con
dominios SH3 (Mayer, 2001; Tong et al., 2002;
Tonikian et al., 2009). Estos motivos PxxPxR o
RxxPxxP estan conservados en la proteina Eng2/
Acf2 de S. cerevisiae y en wsp1 de S. pombe,
lo que podria indicar que interaccionan con el
mismo dominio SH3. Como se ha comentado
en apartados anteriores, varias proteinas
relacionadas con la activacién del complejo
arp2/3 y los procesos de endocitosis presentan
dominios SH3 (Tabla 1, negrita subrayado), y
para algunas de ellas ya se tienen evidencias
experimentales de su interaccién y su implicacion
en el control del citoesqueleto de actina (Huang
et al., 2005; Lee et al., 2000; Sirotkin et al.,
2005). Para otras, a pesar de no tener evidencias

experimentales definitivas, el estudio de sus
dominios, interacciones y/o localizaciéon han
llevado a pensar en su implicacion en estos
procesos (Matsuyama et al., 2006; Tonikian et
al., 2009). El hecho de que la delecién de los
primeros 40 aminoacidos de eng2 eliminara
completamente la localizacién de esta proteina
en forma de puntos, junto con las interacciones
descritas en S. cerevisiae, nos llevo a analizar
si eng2 colocalizaba con otras proteinas SH3,
especialmente las proteinas Isb. Los resultados
obtenidos indican que eng2 se localiza junto con
Isb1 en forma de puntos dinamicos que se mueven
en el citoplasma celular, lo que indica que estas
dos proteinas podrian formar un complejo.

Un estudio detallado de la regién N-terminal
de eng2 reveld que los primeros 40 residuos de
la proteina son esenciales para su localizacion,
y que sélo cuando todos ellos se eliminan eng2
pierde completamente su funcionalidad. La
delecion de la region PVFPSRAHPSPPLGL

Proteina Funcion Sc
cdcl5 Cell division control protein 15 Hof1
imp2 Septation protein Imp2 Hofl
cyk3 Cytokinesis protein Cyk3 Cyk3
skb5 Shk1 kinase-binding protein 5 Nbp2
pob1l Protein Pob1 (Boi protein homolog) Boil

Boi2
tead Tip elongation aberrant protein Tea4 Budi4
scd2 Required for mating and morphogenesis. Interacts directly with scd1 Bem1

and with cdc42.

Shd1 (homolog of Slal) Slal
myo1l Myosin-1 (myosin type I) Myo3

Myo5
SPAC23A1.17 | WIP (Wiskott-Aldrich syndrome protein Interacting Protein) Bbcl
bzz1/Isb7 Diacylglycerol binding protein Bzz1 Bzz1

| appl Protein Appl (homolog of Abp1) Abpl
csh3 Wiskott-Aldrich syndrome homolog binding protein Lsbl Pin3
(predicted)

Lsb1l
Isb4 Actin cortical patch component Lsb4 Lsb3
SPAPJ696.02

Ysc84

(Lsb4)
hob1 Protein Hob1 Rvs167
ste6 Protein Ste6 Cdc25
pex13 Peroxisomal membrane protein Pex13 (peroxin-13) Pex13
hsel Class E vacuolar protein-sorting machinery protein Hsel Hsel
meul37 Meiotically up-regulated gene 137 protein
SPAC7D4.02c SH3 domain-containing protein ¢7d4.02c
SPBC19C2.10 SH3 domain-containing protein ¢19¢2.10

Tabla 2.- Proteinas que contienen dominios SH3 en S. pombe y su ortélogo en S. cerevisiae.
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resulta en una pérdida parcial de su localizacion
y actividad, lo que indica que algunos residuos
adyacentes contribuyen a la interaccion con
los dominios SH3. Resultados similares han
sido descritos para otras proteinas, en las que
aminoacidos situados fuera del motivo PxxPxR
0 RxxPxxP contribuyen de manera importante a
la especificidad de la interaccion (Mayer, 2001;
Tonikian et al., 2009). Adicionalmente, la delecién
de la regién “todo a” que contiene el dominio
catalitico de las proteinas GH81 (eng2A348-706)
también fue incapaz de complementar totalmente
el defecto de crecimiento del mutante eng2A,
aunque la actividad glucanasa es prescindible.
Estos resultados indican que durante el
crecimiento vegetativo este dominio podria ser
necesario para la interaccion con otras proteinas
del complejo. La pérdida parcial de la localizacién
de eng2 en forma de puntos en el mutante Isb7A
indica que deben existir otras proteinas en el
complejo eng2-Isb1, y apoyaria la idea de que
distintas regiones de eng2 establecen contactos
con las distintas proteinas del complejo.
Alternativamente, es posible que alguna de
las proteinas del complejo también contenga
dominios SH3, como por ejemplo Isb4, con las
que podria interaccionar eng2 en ausencia de
Isb1. En todo caso, los resultados descritos en
el presente trabajo indican que eng2 y Isb1 se
asocian en una estructura en forma de puntos
que es muy estable durante todo el ciclo celular
y al mismo tiempo presenta un gran dinamismo,
moviéndose de forma continua en el citoplasma
de la célula.

Como se ha comentado en la Introduccion,
el complejo arp2/3 es una pieza clave en el
proceso de endocitosis en levaduras, ya que su
funcion esencial es la de generar, junto con las
miosinas de Clase |, la fuerza motriz necesaria
para la invaginacion de la vesicula y su escisién
(Girao et al., 2008; Idrissi et al., 2008; Pollard,
2007; Robertson et al., 2009b; Sun et al., 2006).
En células eucariotas superiores, la dinamina
desempefia un papel esencial en la separacion
de la vesicula de la membrana plasmatica,
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sin embargo en levaduras las vesiculas
endociticas se forman en ausencia de esta
proteina. Recientemente se ha propuesto que
la miosina de Clase | Myo5 podria llevar a cabo
esta funcién (Idrissi et al., 2008). Estudios de
numerosos laboratorios han puesto de manifiesto
que el complejo arp2/3 actia como nucleador
de polimerizacion de actina en los parches,
promoviendo la ramificacion de los filamentos de
actina a partir de un filamento existente, lo que
permite la formacion de las intrincadas redes de
actina presentes en los parches (Moreau et al.,
1996; Moseley y Goode, 2006; Pollard, 2007;
Winter et al., 1997; Winter et al., 1999b). Usando
como anclaje a distintas proteinas (del médulo
de la cubierta, familia WASP y posiblemente una
pequefa red de actina), la polimerizacion de la
actina por parte del complejo arp2/3, junto con la
fuerza motora de las miosinas, empuja y deforma
la membrana formando una invaginacion en
forma de tubo. Varias evidencias obtenidas a lo
largo del presente trabajo indican que eng2 esta
relacionada con el complejo arp2/3 en S. pombe.
En primer lugar, ensayos de inmunoprecipitaciéon
apuntan a que eng2 interacciona de forma
directa con la subunidad arpC2. En segundo
lugar, la localizacion de otra de las subunidades
de este complejo (arpC5) presenta un patrén
anormal en el mutante eng2A, disponiéndose
de forma simétrica en toda la célula en lugar
de concentrarse en los polos. Ademas, en este
mutante la movilidad y la vida media del complejo
arp2/3 estan alteradas en comparacién con la
cepa silvestre. Finalmente, mediante ensayos
de microscopia in vivo a lo largo del tiempo se
ha mostrado que eng2 y arpC5 colocalizan de
forma transitoria en la membrana plasmatica y
ha permitido establecer un patrén temporal de la
interaccién entre eng2, arpC5 y distintas proteinas
reguladoras del complejo arp2/3.

Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que eng?2 y Isb1 (y posiblemente otras
proteinas) forman parte de un complejo que
interviene en la regulaciéon del complejo arp2/3
y por extension en el proceso de endocitosis,
aunque los detalles del mecanismo molecular de
su funcion todavia no estan claros. Los ensayos



de inmunoprecipitacion llevados a cabo apuntan
a que eng2 podria interaccionar de forma
directa con el complejo arp2/3, concretamente
con la subunidad arpC2. Basandonos en esta
interaccion y en el modelo propuesto por Rodal
y colaboradores en 2005 sobre los distintos
cambios conformacionales del complejo arp2/3,
es posible especular una posible funcién de eng2
sobre este complejo. Estos autores han descrito
la existencia de tres conformaciones diferentes
del complejo arp2/3, denominadas abierta,
intermedia o cerrada que estan relacionadas
con su activacion (Fig. 16). Asi, la conformacion
cerrada del complejo corresponde al estado activo
y depende de la interaccion con las proteinas
de la familia WASP. WASP interacciona con las
subunidades arpC1, arp2 y arp3 del complejo. Por
el contrario, la conformacién abierta corresponde
con el estado inactivo y se establece cuando
la coronina (inhibidor del complejo y necesaria
para el reciclaje de la actina) interacciona con la
subunidad arpC2. La conformacion intermedia
se ha considerado como una transicién entre el
estado activo y el inactivo (Rodal et al., 2005b).
Trabajos posteriores han confirmado que estos
cambios conformacionales, tanto en el complejo
arp2/3 como en el flamento madre de actina,
son importantes para el correcto funcionamiento
de la macroestructura (Rouiller et al., 2008).
El hecho de que eng2 interaccione con la
subunidad arpC2 del complejo permite plantear la
posibilidad de que eng2-Isb1 se unan al complejo
arp2/3, estabilizandolo en el estado intermedio
e impidiendo su desensamblaje prematuro e
inactivacion por la acciéon de la coronina (Fig.

Inactivo

"\
f/ A
crnl
A 4

Abierto Intermedio

Cerrado

67). Varias evidencias apoyan esta hipétesis. En
primer lugar, el patron secuencial de localizacién
de las proteinas wsp1, eng2 y crn1 con la
subunidad arpC5 en ensayos de microscopia in
vivo indica que wsp1 es la primera proteina en
aparecer en la membrana celular, seguida del
complejo eng2-Isb1 e inmediatamente después
comienza a ensamblarse el complejo arp2/3.
Estas proteinas permanecen juntas durante unos
segundos cerca de la membrana plasmatica
hasta que ocurre el desensamblaje de wsp1 y el
movimiento de eng2-Isb1 y arp2/3 hacia el interior
celular. Finalmente, se observa la separacién de
eng2-Isb1 del complejo arp2/3, casi coincidente
con el momento en que crn1 comienza a
colocalizar de forma evidente con el complejo
arp2/3. El andlisis del comportamiento de la
localizacion de eng2 y crn1 en distintos parches y
distintas células parece indicar que la asociaciéon
de eng2y crn1 con arp2/3 puede ser mutuamente
excluyente, de tal manera que mientras eng2 esta
interaccionando con el complejo arp2/3 impediria
la unién de la coronina, y una vez que crn1 se
ensambla con el complejo desplaza a eng2,
iniciando la inactivacion de arp2/3. Una segunda
evidencia que apoya esta hipétesis es el hecho
de que la vida media del complejo arp2/3 es
menor en el mutante eng2A (12,5 + 2,8 s) que
en la cepa silvestre (17,5 + 2,2 s). Esto puede
ser interpretado como que la ausencia de eng2
permite que crn1 se una antes de lo debido a la
subunidad arpC2, cambiandolo a la conformacién
cerrada de forma prematura y desorganizando
el complejo arp2/3. Por tanto, es posible que la
funciéon del complejo eng2-Isb1 sea regular la

Activo

Figura 67.- Modelo propuesto
por Rodal y colaboradores para
la activacion del complejo arp2/3.
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actividad de arp2/3, manteniéndose unido al
mismo durante su estado intermedio, impidiendo
la union prematura de la coronina y retrasando el
desensamblaje del mismo (Fig. 67).

En adicidn a la disminucion de la vida media
del complejo arp2/3, la ausencia de eng2 también
produce un claro defecto en su movilidad hacia el
interior de la célula, movimiento que corresponde
con el desplazamiento de la vesicula endocitica
hacia el citoplasma. Este defecto podria explicarse
de varias maneras. La primera posibilidad es que
la reduccidn en la vida media del complejo arp2/3
resulte en una menor polimerizacion de actina
en los parches, reduciendo la fuerza que genera
el citoesqueleto de actina en la invaginacion de
la membrana. Se ha demostrado que durante
la endocitosis el citoesqueleto de actina, junto
a la actividad motora de las miosinas, es
imprescindible para generar la fuerza motora
necesaria para crear la invaginacién de la
membrana plasmatica que acabara dando lugar
a la vesicula endocitica (Kaksonen et al., 2005;
Liu et al., 2009; Robertson et al., 2009b; Sun
et al., 2006). Ademas, trabajos recientes han
propuesto que las miosinas de Clase | podrian
desempefiar una funciéon adicional durante el
proceso de escision de la vesicula mediante la
formacién de una estructura en forma de anillo
contractil, con una funcion similar a la descrita
para la dinamina en células animales (ldrissi et
al., 2008; Kaksonen, 2008). La disminucién de
la vida media del complejo arp2/3 en el mutante
eng2/ podria hacer que la fuerza generada por
el citoesqueleto de actina no fuera suficiente
para que se produjera una correcta invaginacion,
reduciendo la eficiencia de la endocitosis. Una
segunda posibilidad es que la delecidon de eng2*
afecte al ensamblaje de las proteinas del médulo
de escision en la invaginacién de la membrana,
reduciendo la eficienciade este proceso. De hecho,
estudios recientes sugieren que las proteinas
Lsb3 y Lsb4 de S. cerevisiae podrian funcionar
agrupando y coordinando las actividades de los
componentes de los distintos modulos en el sitio
de endocitosis (Tonikian et al., 2009). Ademas, en
este organismo se ha descrito que las proteinas
Rvs167 y Rvs161 participan en el proceso de
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escision de la vesicula durante la endocitosis y
se han observado interacciones directas entre
Eng2/Acf2 y Rvs167 mediante ensayos de dos
hibridos y co-inmunoprecipitaciéon (Friesen et
al., 2006; Germann et al., 2005; Kaksonen et
al., 2005; Liu et al., 2009; Navarro et al., 1997).
Estos resultados podrian indicar que Eng2/Acf2
esta implicada en el proceso de escision a través
de su interaccion con Rvs167. En S. pombe, el
complejo eng2-Isb1 podria desempenar un papel
similar coordinando y manteniendo la estabilidad
de los distintos mddulos. Sin embargo, la proteina
hob1 (ortélogo de Rvs167) parece estar implicada
en la regulacion del crecimiento polarizado a
través de nak1 y wsp1 (Huang et al., 2005), pero
su papel en la endocitosis no esta claro (Routhier
et al., 2003). Un estudio detallado de las posibles
interacciones entre hob1yeng2,y supapeldurante
los procesos de endocitosis sera necesario
para confirmar si el defecto observado en el
mutante eng2A es debido a su relacién con hob1.
Finalmente, la ultima posibilidad para explicar la
disminucioén de la vida media del complejo arp2/3
en el mutante eng2A es que el complejo Isb1-
eng2 tenga un papel directo en la nucleacion y
polimerizacion de la actina. Esta posibilidad se
basa en los resultados descritos recientemente
para la proteina Lsb4 de S. cerevisiae. En este
organismo, se ha encontrado que la proteina
Lsb4 (Ysc84) tiene la capacidad de unir actina
y promover la polimerizacion de filamentos de
actina cuando interacciona mediante su dominio
SH3 con una de las regiones ricas en prolinas de
Las17, y se ha propuesto que Ysc84 contribuiria
a los estados iniciales de la polimerizacion de la
actina necesarios para la primera invaginacion
de la membrana (Robertson et al., 2009a). El
hecho de que en S. pombe Isb1 contenga un
dominio SH3 y eng2 una regién rica en prolinas
necesaria para su funcién sugiere que este par
de proteinas podrian desempefiar una funcion
similar a la propuesta para Lsb4 en S. cerevisiae.
Sera necesario purificar eng2, Isb1 y wsp1 para
realizar ensayos de polimerizacion de actina in
vitro que permitan comprobar si esta hipotesis es
correcta.



La endocitosis es un proceso
extraordinariamente complejo que requiere de
la actuacion coordinada de un gran numero de
proteinas y de la modificacion estructural de la
membrana plasmatica (Gachet y Hyams, 2005;
Kaksonen et al., 2005; Liu et al., 2009). Una
estructura con un papel esencial durante este
proceso es el citoesqueleto de actina, el cual
es responsable de generar la fuerza necesaria
para la invaginacion de la membrana plasmatica
que en ultimo término conducira a la formacion
de una vesicula endocitica (Galletta y Cooper,
2009; Girao et al., 2008; Robertson et al.,
2009b). En levaduras, el citoesqueleto de actina
presenta dos formas distintas de organizacion,
los cables de actina implicados en la secrecién
polarizada y nucleados por las forminas (Bnr1 y
Bni1 en S. cerevisiae y for3 en S. pombe) y los
parches de actina, implicados en los procesos
de endocitosis y sintetizados por el complejo
arp2/3 (tanto en S. cerevisiae como en S.
pombe). Los resultados obtenidos durante el
presente trabajo han demostrado la implicacion
de la B(1,3)-endoglucanasa eng2 de S. pombe
en la organizacion del citoesqueleto de actina, el
crecimiento polarizado y la endocitosis. Mediante
distintas aproximaciones experimentales in vivo
e in vitro se ha podido relacionar a eng2 con
otras proteinas implicadas en los procesos de
ensamblaje y desensamblaje del citoesqueleto
de actina. En base a esos resultados, y
apoyandonos en el modelo descrito por Kaksonen
y colaboradores en 2005, es posible establecer
un posible modelo de actuacién espacio-temporal
de eng2 dentro del proceso de endocitosis. Este
patrén espacio-temporal se muestra con detalle
en el siguiente modelo (Fig. 68):

a) Paso 1: En primer lugar se produce
una reorganizacion de los lipidos de
membrana o ‘“lipid-rafts”, que esta n
asociados al patron de crecimiento en
S. pombe (Gachet y Hyams, 2005).
Esta modificacion de los lipidos sirve
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b)

de senal para el reclutamiento de las
proteinas del modulo de la cubierta
endocitica, que comprende proteinas
como la clatrina o end4/sla2. Una vez
ensamblado este mddulo, el siguiente
acontecimiento que ocurre es la union de
las proteinas activadoras del complejo
arp2/3, como wsp1 y vrp1 (Sirotkin et
al., 2005). Los resultados de nuestro
trabajo permiten asumir que el complejo
eng2-Isb1 aparece en esta regién de la
membrana de forma concomitante con
el ensamblaje de wsp1, existiendo un
solapamiento parcial en la localizacion
de estas dos proteinas.

Paso 2: Una vez localizados eng2 y
wsp1, se produciria el ensamblaje de la
miosina de Clase | myo1, que participa
en la activacion del complejo arp2/3, la
organizacion de los lipidos de membrana
y el proceso de endocitosis (Attanapola
etal., 2009; Codlin et al., 2008; Sirotkin et
al., 2005; Takeda y Chang, 2005). eng2,
wsp1 y myo1 se localizan en la misma
region, existiendo un solapamiento
parcial entre ellas. Este conjunto de
proteinas podrian formar una estructura
proteica que podria servir como soporte
para el ensamblaje de otras proteinas
implicadas en este proceso. La idea de
que las proteinas de la familia WASP
pueden actuar como andamio para el
ensamblaje de otras proteinas ha sido
propuesta para S. cerevisiae, donde se
ha sugerido que Las17/Bee1 puede ser
capaz de formar un pequeno entramado
de filamentos de actina que puede servir
como soporte para el anclaje del resto
de componentes (Idrissi et al., 2008).
Ademas, Las17/Bee1 también ha sido
relacionada con las primeras etapas de
la invaginacién de la membrana celular
previas a la polimerizacion de la actina
mediada por el complejo Arp2/3 (Sun
et al., 2006). En S. pombe no existen
estudios tan exhaustivos como en S.



d) Paso 4: La

cerevisiae, sin embargo, detalles como
que wsp1 presente una ligera movilidad
hacia el interior celular (100-400 nm)
(Sirotkin et al., 2005) o la posible
interaccién entre eng2 y Isb1 apuntan
a un patréon comun de endocitosis en
ambas levaduras.

Paso 3: Se produce el ensamblaje y
activacion del complejo arp2/3, que
comienza a formar una compacta red
de filamentos de actina y genera una
invaginacion en la membrana. Durante
esta etapa eng2, wsp1, myo1 y arp2/3
se localizan en la misma region junto al
borde de la célula.

red de filamentos de
actina se hace mayor, generando una
invaginacion de forma tubular en la
membrana. A partir de este momento
eng2 y el complejo arp2/3 colocalizan de
forma precisa, comenzando a moverse
hacia el interior celular y dejando a wsp1

e)

f)

9)

wsp1-vpr1 (15-20 s)

y myo1 en la membrana plasmatica. Por
homologia con S. cerevisiae, este paso
podria ser el momento aproximado en el
que se produjera el ensamblaje o llegada
de hob1 (ortélogo de Rvs167).

Paso 5: wsp1 y myo1 comienzan a
desensamblarse mientras que eng2 y
arp2/3 contindan su desplazamiento
hacia el interior celular. En este momento
hob1 podria intervenir promoviendo la
escision de la vesicula.

Paso 6: La vesicula se escinde y
comienza a aparecer crn1l en las
inmediaciones de eng2 y arp2/3, aunque
eng2 y el complejo arp2/3 todavia
colocalizan.

Paso 7: La coronina (crn1) desplaza a
eng2 de su interaccion con el complejo
arp2/3, y a partir de este momento
crn1 y el complejo arp2/3 colocalizan
de forma precisa hasta que arp2/3 se
desensambla.

1(10-15
W myo1 ( Sy

A cmn1(5-10s)

®

arp2/3 (20-25 s)

® eng2-Isb1 (20-25 s)

Paso7
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Este modelo espacio-temporal también esta
de acuerdo con el modelo propuesto por Rodal
y colaboradores para la activacion del complejo
arp2/3 (Rodal et al., 2005b), de tal manera que
el Paso 3 corresponderia con el estado cerrado
y activo del complejo arp2/3 (Fig. 67, panel de
la derecha), mientras que los momentos en
los que eng2 y arp2/3 se mantienen unidas y
colocalizan (Pasos 4, 5y 6) el complejo arp2/3 se
encuentra en el estado intermedio (Fig. 67, panel
central). Finalmente, el Paso 7 corresponderia
con el estado abierto e inactivo del complejo
arp2/3 (Fig. 67, panel de la izquierda), en el que
eng2 es desplazada por crn1 haciendo que el
complejo se inactive y, probablemente, iniciando
la desorganizacion del parche de actina.

Paso3

O

Paso5

NG 3

bgs2 proteinas mok

Desde wun momento, eng2 fue
clasificada como una proteina con actividad
B(1,3)-endoglucanasa perteneciente a la familia
81 de las glicosil hidrolasas (Baladrén et al., 2002;
Martin-Cuadrado et al., 2008b). eng2* presenta
un claro pico de expresion durante el ciclo sexual
de S. pombe una vez que la célula ha superado la
meiosis Il, lo que condujo a estudiar la funcion de
esta proteina en esta fase del ciclo de vida. Los
resultados obtenidos permiten afirmar que eng2
tiene un papel fundamental en la dehiscencia de
las esporas, siendo necesaria para la disolucion
de los glucanos de la pared del asca que
presentan enlaces de tipo $(1,3) y permitiendo
asi la liberacion de las ascosporas (Encinar del
Dedo et al., 2009). Durante este proceso, eng2

primer

Paso2

Paso4

Pasob6

Figura 69.- Modelo de actuacién de eng2 durante el proceso de esporulacién.



actia como una [3(1,3)-endoglucanasa, siendo su
actividad catalitica esencial para su funcién. Este
trabajo permite, por tanto, posicionar la accién de
eng?2 dentro del esquema de las etapas tardias del
proceso de esporulacion en S. pombe (Fig. 69).
La entrada en el ciclo sexual viene precedida de
un estrés nutricional, provocado por la ausencia
de nitrogeno en el medio. Este estrés, provoca
una serie de cambios morfolégicos, mediados
por feromonas, que llevan a las células a crecer
de forma apical formando unas proyecciones
caracteristicas denominadas “shmoos”. Las
células se aglutinan y fusionan, e inmediatamente
después tiene lugar la cariogamia. Una vez
formado el zigoto, éste sufre dos divisiones
meioticas consecutivas que generan cuatro
nucleos haploides, que son encapsulados
formando las foresporas. Durante la meiosis,
eng2 comienza a perder su localizacién en
forma de puntos y aparece de forma difusa en el
citoplasma del asca, quedando mayoritariamente
excluido de las foresporas:

a) Pasos 1y2:Unavezquelasforesporasse
han individualizado, comienza la sintesis
de las primeras capas de la pared de las
ascosporas gracias a la accién de las
proteinas mok (a-glucan sintasas) y bgs2
(B-glucan sintasa) y sus reguladores rgf2
y rho1 (Garcia et al., 2006; Garcia et al.,
2009; Liu et al., 2000; Martin et al., 2000).
Paso 3: Posteriormente, otra serie de
proteinas como chs1, cdal o gas4
participan en la sintesis de otros
componentes de la pared de la ascospora
0 su modificacidon hasta su completa
maduracion (Arellano et al., 2000; de
Medina-Redondo et al., 2008; Matsuo et
al., 2005).

Pasos 4 y 5: Cuando la pared de
las ascosporas esta perfectamente
formada, se produce la desorganizacion
de la membrana plasmatica de la
célula vegetativa, permitiendo a la
a(1,3)-endoglucanasa agn2 y la B(1,3)
endoglucanasa eng2 acceder hasta
sus sustratos (los glucanos de la pared
celular) para su degradacion (Dekker et

c)
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al., 2007; Encinar del Dedo et al., 2009).

d) Paso 6: la degradacién de a y B-glucanos
de la pared del asca permite que las
esporas puedan diseminarse hasta que
las condiciones sean favorables para su
germinacion.

Como se ha mostrado en el presente
trabajo, eng2 es una proteina multifuncional
o “moonlighting protein” con dos funciones
completamente diferentes durante el ciclo
de vida de S. pombe. Durante el crecimiento
vegetativo eng2 interviene en la regulacién del
citoesqueleto de actina, el crecimiento polarizado
y la endocitosis a través de su interaccién con el
complejo arp2/3, mientras que durante el ciclo
sexual actua como una B(1,3)-endoglucanasa
necesaria para la degradacién de la pared celular
del asca permitiendo la dehiscencia y dispersion
de las esporas. Asi, eng2 es un nuevo ejemplo de
proteina multifuncional en levaduras y la primera
de este tipo descrita en S. pombe.

Esta dualidad en las funciones de eng2 en la
levadura de fisiéon plantea varios interrogantes
desde el punto de vista evolutivo. El primero
de ellos es como ha evolucionado eng2 hasta
convertirse en una proteina multifuncional, y cual
de las funciones es la original y cual la adquirida a
lo largo de la evolucion. Las proteinas de la familia
GH81 estan presentes no sélo en hongos, sino
también en plantas y bacterias. Es interesante
que en las bacterias en las que se han encontrado
proteinas de esta familia (19 segun CAZy) exista
unicamente un miembro, mientras que en hongos
y plantas hay al menos dos proteinas diferentes.
Otro dato a tener en cuenta es que en el arbol
filogenético de la familia GH81 (http:/pfam.
sanger.ac.uk/family?PF03639) existen dos ramas
bien diferenciadas, una de las cuales engloba las
proteinas de bacterias y plantas y la otra las de
hongos. Estas observaciones sugieren que a lo
largo de la evolucién ha ocurrido una duplicacion
de las secuencias de las proteinas de la familia
GH81, lo que ha permitido la adaptacién de cada




uno de los miembros a funciones especificas. Ya
que al menos una de las proteinas de bacterias, la
glucanasa Lam81Ade Thermobifida fusca, parece
tener actividad glucanasa con una posible funcién
en la degradacion de la biomasa de las plantas
(McGrath y Wilson, 2006), o la propia eng1 de
S. pombe también actia como endoglucanasa,
cabe suponer que la hidrdlisis de las cadenas de
glucanos sea la funcion original de las proteinas
de la familia GH81. Otro dato que apoya esta
idea es el hecho de que el complejo arp2/3 o la
actina no estén presentes en bacterias, algas
0 eucariotas primitivos, lo que indicaria que su
papel en la regulacion del citoesqueleto de actina
fue adquirido posteriormente a la actividad como
B(1,3)-endoglucanasa.

Otra pregunta que surge es cual puede haber
sido el mecanismo utilizado para adquirir la
segunda funcion. Dos son los mecanismos mas
utilizados por la evolucion para este propodsito:
la modificacion de superficies de la proteina
aparentemente “expuestas” y la incorporacion de
las proteinas a complejos sin que se produzcan
cambios drasticos en la estructura de las mismas
(Jeffery, 1999; Jeffery, 2005). En el caso de eng2,
la combinacién de ambas estrategias parece
el supuesto mas probable. La modificaciéon del
extremo N-terminal de una primitiva glucanasa
en el que se encuentra la secuencia sefal de
secrecion a una region rica en prolinas pudo
ocurrir por mutacion al azar o por recombinacion
con otras regiones del genoma que contienen
motivos de union a dominios SH3 (como por
ejemplo, el gen wsp1 con el que presenta mayor
identidad), produciendo una glucanasa localizada
en el citoplasma de la célula. Este tipo de
recombinaciones o mutaciones no es exclusivo
de eng2, ya que S. pombe tiene otras proteinas
con actividad glucanasa que se localizan en el
citoplasma, como agn2 o la exoglucanasa exg3
perteneciente a la familia GH5, aunque no se
conoce si actian como proteinas multifuncionales.
Una vez que la proteina adquiri6 un nuevo
dominio o motivo en el extremo N-terminal, esto le
permitié interaccionar con proteinas con dominios
SH3 (como myo1, hob1, Isb1), integrandose en
un complejo proteico y adquiriendo una funcién
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adicional sin perder la capacidad de hidrolizar
glucanos.

La tercera cuestion que se plantea es qué
ventajas aporta a la célula contar con una proteina
multifuncional como eng2. Algunas de las ventajas
que las proteinas multifuncionales proporcionan a
la célula son |la capacidad para coordinar multiples
rutas o actividades celulares, proporcionar un
mecanismo de respuesta rapido y eficiente ante
condiciones cambiantes o aportar un mecanismo
de retroalimentacion (Jeffery, 1999; Jeffery, 2005).
En el caso de eng2 dos podrian ser las ventajas,
por un lado, el aprovechar el esqueleto de una
proteina para otra funcién adicional, evitando la
necesidad de sintetizar nuevas proteinas para
realizar esta funcién. Por otro lado, la presencia
de una pequeifa cantidad de eng2 durante el
ciclo vegetativo podria asegurar la disolucién
de la pared del asca durante el proceso de
esporulacion, en el caso de que la célula no
recibiera las sefiales y/o condiciones necesarias
para su expresion durante este proceso. En este
sentido, estudios realizados por el laboratorio
del Dr. F. Hochstenbach han demostrado que
agn2 también se expresa durante el crecimiento
vegetativo con un perfil de expresion similar al de
engz2, aunque en este caso agn2 no se organiza
en forma de puntos sino difusa por el citoplasma
(Dekker et al., 2004).

Finalmente, cabe preguntarse si el hecho de
que una proteina funcione como “moonlighting”
en un determinado organismo implica que ocurra
lo mismo en otros organismos. En el caso de S.
cerevisiae, aunque no hay pruebas directas de
la participacién de Eng2/Acf2 en la endocitosis,
existen evidencias indirectas
obtenidas de los ensayos masivos realizados,
como se ha comentado anteriormente. Por otro
lado, la proteina Eng2/Acf2 posee actividad
B(1,3)-endoglucanasa similar a la de S. pombe
in vitro (Martin-Cuadrado et al., 2008b), aunque
su funcion como B(1,3)-endoglucanasa in vivo
no esta clara, ni siquiera durante el proceso de
esporulacion, pero podria actuar como tal en algun
proceso celular aun sin identificar. Esto quizas
sea debido a las diferencias entre el ciclo de vida

numerosas



de S. pombey S. cerevisiae y al hecho de que las
esporas de S. cerevisiae no sean dehiscentes.
Mientras que en la levadura de fision las células
diploides son inestables y sufren meiosis y
esporulacion rapidamente, en la levadura de
gemacion las células diploides son estables y
pueden mantenerse en este estado sin llevar a
cabo meiosis y esporulacion. Esta caracteristica
podria hacer que la funcién de eng2 en S. pombe
sea mucho mas relevante que en S. cerevisiae.
Las ascosporas de S. pombe necesitan liberarse
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del asca tras la esporulacion para evitar que
después de la germinacion las células haploides
de tipo sexual opuesto conjuguen de nuevo y
formen un zigoto, lo que conduciria a una nueva
meiosis y esporulacion entrando de esta manera
en un bucle que dificulte la transicion entre el ciclo
sexual y el ciclo vegetativo. Por tanto, aunque la
funcion biolégica como B(1,3)-endoglucanasa de
Eng2/Acf2 en S. cerevisiae no sea conocida, no
podemos descartar que también funcione como
“moonlighting” en este organismo.






Conclusiones







eng?2 es la primera proteina multifuncional o “moonlighting protein” descrita en la levadura de
fision S. pombe con dos funciones completamente independientes.

Durante el crecimiento vegetativo, eng2 localiza como puntos discretos en el citoplasma junto
con la proteina Isb1. eng2 y Isb1 forman parte de un complejo que regula la organizacién del
citoesqueleto de actina, el crecimiento polarizado y la endocitosis en S. pombe. El control de
estos procesos bioldgicos se realiza a través de la regulacion del complejo arp2/3.

El extremo N-terminal de la proteina presenta una region rica en prolinas que actia como
motivo de unién a dominios SH3. Esta regidon es esencial para su funcionalidad durante el ciclo
vegetativo, pero no su actividad 3(1,3)-endoglucanasa.

Durante la fase sexual del ciclo, eng2* presenta una expresion maxima después de la meiosis
Il que se corresponde con un aumento de la actividad (1,3)-endoglucanasa. En esporulacion,
eng?2 funciona como una verdadera 3(1,3)-endoglucanasa hidrolizando la pared del asca. Esta
funcion es esencial para la liberacion de las ascosporas y se lleva a cabo de forma coordinada
con la a(1,3)-endoglucanasa agn2.

El par catalitico y la actividad 3(1,3)-endoglucanasa son esenciales para la dehiscencia del

asca, mientras que el extremo N-terminal es completamente prescindible durante esta fase del
ciclo.
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Materiales y Métodos







El presente trabajo se ha desarrollado
utilizando distintas estirpes de Escherichia coli 'y
Schizosaccharomyces pombe. Las caracteristicas
genéticas de todos estos organismos, asi como
su procedencia se recogen en la Tabla 3 (Anexo
[). La levadura de fision S. pombe se utilizd
como modelo de estudio de los procesos de
crecimiento celular, morfogénesis y esporulacion.
La bacteria E. coli se ha empleado en los trabajos
rutinarios de clonacién molecular, utilizando la
estirpe DH5a como hospedador habitual de los
plasmidos empleados. La conservacion de las
cepas de levaduras se realizé a -80°C en viales
con glicerol al 25%, mientras que para las estirpes
bacterianas se empled6 glicerol al 50%.

Todos los medios de cultivo fueron preparados
con agua destilada (Milli-Rho) y esterilizados
en el autoclave. Los correspondientes medios
solidos se prepararon mediante la adicién de
agar al 2%. La seleccion de cepas resistentes
a antibioticos se realizé afadiendo a los medios
de cultivo G418 Sulfate/Geneticina (Gibco) a
una concentracion de 200 pg/ml después de la
esterilizacion en el autoclave. En las ocasiones
en las que era necesaria la presencia de un
estabilizador osmadtico, se empled sorbitol a
una concentracion de 0,8 M. Para la seleccién
y/o cultivo de cepas auxétrofas, se afadieron
al medio minimo los suplementos necesarios a
partir de soluciones concentradas y esterilizadas
previamente en el autoclave.

2.1. Crecimiento de S. pombe

Todos los medios de cultivo empleados para
el crecimiento y mantenimiento de S. pombe han
sido descritos anteriormente (Moreno et al., 1991)
y su composicién se recoge en el Anexo |l

2.1.1. Crecimiento vegetativo de S.
pombe

Los experimentos se iniciaron con cultivos
de cepas caracterizadas genéticamente que se
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encontraban en fase exponencial de crecimiento.
El crecimiento vegetativo de S. pombe se llevo a
cabo generalmente en medio rico (YES) o medio
minimo (MM). Cuando fue necesario, este ultimo
se suplementoé con 225 mg/l de adenina, histidina,
leucina y/o uracilo. Las células se crecieron en
placas Petri 0 en matraces en los que la relacion
volumen del cultivo liquido/capacidad del matraz
era siempre inferior a 1/3. Para mantener estirpes
diploides y para mantener la presion selectiva
durante el crecimiento de los transformantes
portadores de plasmidos, se utilizaron
medios selectivos carentes del suplemento
correspondiente. La temperatura de incubacién
de las cepas dependia de la estirpe utilizada en
cada experimento. En la mayoria de los casos fue
de 28-32°C, aunque las cepas termosensibles se
incubaron a 25°C. Asimismo, los cultivos liquidos
se mantuvieron con una agitacion de 200 rpm. El
crecimiento celular en medio liquido se determiné
por el incremento en la turbidez de los mismos,
el cual se control6 mediante la medida de la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm
en un espectrofotémetro Hitachi U-2001. Siempre
que fue necesario, se diluyeron las muestras
para lograr lecturas entre 0,1 - 0,5, intervalo en el
que existe una relacion lineal entre el numero de
células y la densidad 6ptica. Estudios realizados
previamente han permitido establecer la relacion
entre absorbancia y concentracion de células en
una muestra liquida, de modo que una D.0.595 =
1 equivale a 2 x 107 células/ml, para el caso de la
levadura de fision.

2.1.2. Sincronizacion de los cultivos
celulares de S. pombe durante el
crecimiento vegetativo

La sincronizacién de cultivos de S. pombe
durante el crecimiento mitdético o vegetativo
se realizé utilizando estirpes con mutaciones
termosensibles en genes que controlan el ciclo
celular, como es el caso de cdc10*. La cepa cdc10-
129 es capaz de crecer a temperatura permisiva
(25°C), pero a temperatura restrictiva (37°C)
detiene su ciclo celular en la fase G1 (Mitchison y
Creanor, 1971). Esta propiedad fue aprovechada
para sincronizar cultivos celulares de la levadura



de fision. Para ello, la estirpe de interés se crecid
a 25°C hasta fase logaritmica (D.0.595 = 0,6),
momento en el que se transfiri6 a temperatura
restrictiva durante 4 horas para bloquear las
células en G1. Posteriormente, los cultivos fueron
incubados de nuevo a la temperatura permisiva,
recogiéndose muestras a los intervalos de tiempo
deseados tras la liberacion.

2.1.3. Conjugacion y esporulacion de
S. pombe

Para la construccion de algunos mutantes
dobles se realizaron cruces genéticos entre las
correspondientes cepas parentales haploides.
Con este fin, se mezclé un numero similar de
células de cada estirpe de tipo sexual opuesto
(h* y h’) en placas de medio sdélido MEA o
MM-N y se incubaron a 25°C durante dos o tres
dias (dependiendo del experimento). En los
casos en los que fue necesario construir cepas
combinando distintos marcadores genéticos, tras
la esporulacién se diseccionaron y separaron
ascosporas mediante micromanipulacién
en medio rico YES (con la ayuda de un
micromanipulador MSM-200-T/2, de Singer
Instruments), seleccionando posteriormente los
segregantes con el genotipo deseado mediante
réplica en diferentes medios selectivos y/o
distintas temperaturas. Alternativamente, se utilizé
el denominado método de seleccion de esporas al
azar o “random spore analysis”, resuspendiendo
las esporas en 0,5 ml de agua con 2 ul de NEE-154
Glusulase (Dupont Company) durante 12 horas,
tras las cuales se sembraron 0,2 ml de diluciones
(1/1000, 1/5000, 1/10000) de la mezcla anterior
en placas de medio rico; una vez germinadas las
ascosporas, se analizaron por réplica en medios
selectivos.

2.2. Crecimiento de E. coli

El crecimiento de las estirpes bacterianas
de E. coli se realizd6 a 37°C en los medios y
condiciones descritos por Sambrook y Russell
(2001), tanto en placas como en medio liquido.
La composicién de los medios se halla en el
Anexo A. Para seleccionar los clones resistentes
a antibidticos, los medios correspondientes se
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suplementaron con ampicilina (200 ug/ml).

Los plasmidos utilizados en S. pombe poseen
una serie de caracteristicas comunes, como son:
unorigendereplicacionyunmarcadorde seleccién
bacterianos, replicacion
auténoma ars y un marcador de seleccion en
levadura (generalmente, se trata de un marcador
metabdlico). Para la realizacion de este trabajo se
emplearon en repetidas ocasiones los vectores
pAL-KS+ o pAU-KS+. Estos fueron construidos
por el Dr. J. Ishiguro (Donan University, Japén) a
partir del vector pBluescript Il KS+ (Stratagene),
al que se le anadio el marcador LEU2 o0 URA3 de
S. cerevisiae y la secuencia ars1* de S. pombe.
Contiene los siguientes elementos:

- Gen de resistencia a ampicilina (amp).

- Origen de replicacion relajada colE1 (ori).

- Fragmento del operén lactosa de E. coli (lacZ)
que codifica el péptido a de la B-galactosidasa. En
la region estructural de este gen y manteniendo
la fase de lectura abierta se ha insertado un
fragmento que incluye sitios de reconocimiento
para 11 endonucleasas de restriccion.

- Promotores de las ARN polimerasas T3 y T4.

- Fragmento de la region intergénica del fago f1
(f11G).

- El origen de replicacion de S. pombe (ars1*),
necesario para que el plasmido se mantenga de
forma auténoma.

- Elgen LEU2 0 URA3 de S. cerevisiae, capaz de
complementar la mutacion leu1-32 o ura4.A18 de
S. pombe.

una secuencia de

3.1. Obtencion de DNA y reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la extraccion de DNA plasmidico de
E. coli de manera rapida y a pequefia escala
(minipreps o minipreparaciones), se empleé el
método de lisis alcalina Sambrook y Russell
(2001). En los casos en los que era necesaria una
concentracion mayor de DNA'y de mayor pureza,
se recurrié a las columnas de intercambio iénico
incluidas en el Quantum Prep® Plasmid Miniprep



Kit (BioRad), siguiendo las indicaciones del
fabricante. La extraccion de DNA plasmidico y/o
genomico de la levadura de fision, se realizd segun
los protocolos descritos por Moreno et al. (1991).
La amplificacion de fragmentos de DNA mediante
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
se realizd en un termociclador MinicyclerTM (MJ
Research) y diferentes polimerasas: Expand High
Fidelity (Roche), VentR® DNA Polymerase (New
England Biolabs®) o Biotools DNA polimerasa
(Biotools). La reaccion se efectud siguiendo las
instrucciones de la casa comercial en cada caso.
Por lo general, se desnaturalizaba el DNA molde
por incubacion a 94°C durante 5 minutos, seguido
de 30 ciclos consistentes en los siguientes pasos:
30 segundos a 94°C, 30 segundos a temperaturas
que oscilaban entre los 50 y 58°C, para permitir
el anillamiento de los oligonucleétidos y 1 minuto
de extension a 72°C por cada kilobase de DNA a
amplificar, para permitir la sintesis de las cadenas
de DNA. Al finalizar el ultimo ciclo, se realizaba
una extension adicional a 72°C durante 10
minutos. Los oligonucleotidos empleados en este
trabajo estan recogidos en la Tabla 4 (Anexo ).

3.2. Manipulacion del DNA

Los procedimientos empleados para la
manipulacion del DNA son los recogidos
en el de laboratorio de Sambrook
y colaboradores (2001), salvo en aquellas
ocasiones en las que se utilizaron kits comerciales,
en las que se siguieron las instrucciones de la
casa fabricante. El analisis de los fragmentos
de DNA obtenidos por PCR o por tratamiento
con enzimas de restriccion se realiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa (SeaKem®
ME Agarose, FMC Bio Products) preparados a
concentracion variable entre 0,8% y 1,5%, segun
el tamafio de los fragmentos a separar. Los geles
se prepararon con tampon TAE (Tris-acetato
40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5-7,8) y afiadiendo
bromuro de etidio (0,5 mg/ml). El aislamiento
y purificaciéon de fragmentos especificos se
realizé cortando la banda de DNA de interés tras
su electroforesis en un gel de agarosa de bajo
punto de fusion (NuSieve® GTG® Low melting
temperature agarose, FMC Bio Products), que

manual
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se funde por calentamiento a 65°C durante unos
minutos, y posterior procesamiento con el Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare). La ligacién
de fragmentos de DNA se realizd utilizando la
ligasa del fago T4 (Roche), incubando la mezcla
de la reaccion durante, al menos, dos horas a
temperatura ambiente. La mezcla de la ligacién
se empled para transformar directamente E. coli.

3.3 Plasmidos utilizados en el
estudio de eng2

pJED12: eng2

Este plasmido portaba la secuencia codificante
de eng2* (con su propio promotor y terminador)
obtenida a partir del plasmido pSPE351 cortando
con Sall y Sacl. Este fragmento se cloné entre los
sitios Sall y Sacl del vector pAU-KS.

pJED13: eng2-E537A

Se amplificaron fragmentos de unos 200-900 pb
utilizando parejas de oligonucleétidos especificos
(743-1440 y 744-1445) utilizando como molde el
plasmido pJED12. A continuacion, los fragmentos
resultantes fueron fusionados y clonados entre
los sitios BamHI y Spel del plasmido pJED12.
pJED14: eng2-mCherry (marcador URA3)

Se amplificaron fragmentos de unos 800-750-
400 pb utilizando parejas de oligonucledétidos
especificos (1440-1441, 1442-1443 y 1444-
1445) utilizando como molde DNA gendmico. A
continuacion, los fragmentos resultantes fueron
fusionados y clonados entre los sitios BamHI y
Spel del plasmido pJED12.

pJED15: eng2A14-28

Se amplificaron fragmentos de unos 1200-300 pb
utilizando parejas de oligonucleétidos especificos
(366-1447 y 1446-1454) utilizando como molde el
plasmido pJED12. A continuacion, los fragmentos
resultantes fueron fusionados y clonados entre
los sitios Sall y Ncol del plasmido pSPE351. El
plasmido resultante fue cortado con Sall y Sacl, el
fragmento que contenia eng2A14-28 fue clonado
en vector pAU-KS entre los sitios Sall y Sacl.
pJED16: eng2A1-303

Se amplificaron fragmentos de unos 1200-450 pb
utilizando parejas de oligonucleétidos especificos
(366-1452 y 1453-1454) utilizando como molde el
plasmido pJED12. A continuacion, los fragmentos



resultantes fueron fusionados y clonados entre
los sitios Sall y Ncol del plasmido pSPE351. El
plasmido resultante fue cortado con Sall y Sacl, el
fragmento que contenia eng2A1-303 fue clonado
en el vector pAU-KS entre los sitios Sall y Sacl.
pJED17: eng2A348-706

Se amplificaron fragmentos de unos 900-400 pb
utilizando parejas de oligonucledtidos especificos
(366-1450 y 1451-1445) utilizando como molde el
plasmido pJED12. A continuacion, los fragmentos
resultantes fueron fusionados y clonados entre
los sitios Sall y Spel del plasmido pJED12.
pJED18: eng2-mCherry (marcador LEU2)

El plasmido pJED14 fue cortado con Sall y Sacl,
el fragmento que contenia eng2-mCherry fue
clonado en vector pAL-KS entre los sitios Sall y
Sacl.

pJED19: eng2A14-28-mCherry

El plasmido pJED14 fue cortado con BamHI
y Spel, el fragmento que contenia el extremo
C-terminal de eng2-mCherry fue clonado en
plasmido pJED15 entre los sitios BamHI y Spel.
pJED20: eng2A1-36

Se amplificaron fragmentos de unos 1200-1200 pb
utilizando parejas de oligonucleoétidos especificos
(366-1472 y 1471-1454) utilizando como molde el
plasmido pJED12. A continuacion, los fragmentos
resultantes fueron fusionados y clonados entre
los sitios Sall y Ncol del plasmido pSPE351. El
plasmido resultante fue cortado con Sall y Sacl, el
fragmento que contenia eng2A1-36 fue clonado
en vector pAU-KS entre los sitios Sall y Sacl.
pJED21: eng2A1-36-mCherry

El plasmido pJED14 fue cortado con BamHlI
y Spel, el fragmento que contenia el extremo
C-terminal de eng2-mCherry fue clonado en
plasmido pJED20 entre los sitios BamHI y Spel.

3.4. Transformacién de bacterias y
levaduras

3.4.1. Transformacion de E. coli

La transformacion de la cepa bacteriana
DHS5a con las mezclas de ligacién se realizé
segun el procedimiento disefiado por Kushner
(1978) basado en el choque térmico. Para
amplificar plasmidos ya construidos, se recurri6 a
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un método simplificado descrito por Golub (1988).

3.4.2. Transformacion de levaduras

Las transformaciones de S. pombe se
realizaron siguiendo el procedimiento descrito por
Hill y colaboradores (1991), basado en sales de
litio y dimetilsulfoxido (DMSO).

4.1. Reemplazamientos génicos

La construcciéon de cepas carentes de un
gen determinado se llevé a cabo empleando la
técnica de reemplazamiento génico (Rothstein
1991), basada en la propiedad de transformacion
integrativa de las moléculas lineales de DNA.
La estrategia consiste en la construccion de
un cassette de interrupcion en el cual la regién
codificante del gen de interés se sustituye por
un marcador de seleccion en levaduras (en este
trabajo, el médulo KanMX4, descrito por Bahler y
colaboradores en 1998). Los diferentes cassettes
utilizados se construyeron mediante amplificacién
por PCR de las regiones no codificantes 5’y 3’ de
cada gen y posterior fusiéon con el marcador de
seleccion por PCR recombinante (Wach, 1996;
Wach et al., 1994). Para comprobar la integracion
en el locus correspondiente, los transformantes
se analizaron por PCR.

5.1. Obtencion de los extractos
proteicos y valoracién de la
concentracion de proteinas
Los extractos proteicos se obtuvieron a
partir de células en crecimiento exponencial en
medio liquido. Las células se recogieron por
centrifugacién y se guardaron a -80°C hasta el
momento de su analisis. Para la extraccion de
proteinas, se llevaron a cabo dos protocolos
ligeramente diferentes en funcién de los su uso
posterior:
a) Las muestras se resuspendieron en 5
ml de tampdn E (50 mM citrato sddico,
100 mM de tampédn fosfato sédico, pH



6,0) a una concentracion final 0,8 M de
sorbitol. A esta solucién se anadieron
250 pl de Glucanex (Sigma-Aldrich)
(20 mg/ml) y 1,5 ml de Zymoliasa-100T
(ICN Biomedicals, Aurora, OH) (20 mg/
ml) y se incub6é a 37 °C durante 2-3
horas. Posteriormente, se procedid a
su ruptura en frio con bolitas de vidrio
(Sigma) de 425-600 um de diametro
mediante agitacion en una FastPrep
FR120 (Savant, Bio101) o mediante
la utilizacion de un molinillo criogénico
(FREEZER/MILL® 6770). Los extractos
totales se homogeneizaron y se utilizaron
2-4 ul de cada muestra para valorar
la concentracién proteica mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976),
empleando el kit BioRad Protein Assay
(BioRad), y tomando como referencia
una recta patron de BSA (0-1 pg/ul). Este
tipo de protocolo se utilizé para ensayos
de inmunoprecipitacion.

Las muestras se descongelaron en hieloy
se resuspendieron en tampén de lisis (Tris
50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Triton X-100
1%, DTT 1mM, PMSF 1 mM, aprotinina
1 pg/ml, leupeptina 1 ug/ml y pepstatina
1 pg/ml). Posteriormente, se procedid a
su ruptura en frio con bolitas de vidrio
(Sigma) de 425-600 pm de diametro
mediante agitacion en una FastPrep
FR120 (Savant, Bio101) o mediante
la utilizacion de un molinillo criogénico
(FREEZER/MILL® 6770). Los extractos
totales se homogeneizaron y se utilizaron
2-4 pyl de cada muestra para valorar
la concentracién proteica mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976),
empleando el kit BioRad Protein Assay
(BioRad), y tomando como referencia
una recta patrén de BSA (0-1 pg/ul).

5.2. Separacion electroforética
e inmunodeteccion de proteinas
(Western-blot)

Las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis en geles de polacrilamida utilizando
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el sistema de electroforesis “NUPAGE® Novex
Bis-Tris gels” (Invitrogen). La electroforesis de
proteinas (entre 50-200 ug de extracto proteico)
se llevo a cabo en condiciones desnaturalizantes
en geles de Bis-Tris al 10%, en tampon MOPS,
segun las instrucciones del fabricante.

Una vez separadas, las proteinas eran
transferidas a una membrana de PVDF P-Hybond
(GE Healthcare) empleando los sistemas de
transferencia X-Cell Sure Lock Mini-Cell System
(Invitrogen), a 30-40 voltios constantes por
gel durante 1-2 horas. Tras la transferencia
de proteinas a la membrana, ésta se lavaba
brevemente con PBS (1x)-Tween 1% (Sigma),
también conocido como PBS-T, y se bloqueaba
durante al menos 1 hora en una solucion de
leche desnatada en polvo (Sveltesse, Nestlé) al
5% en la solucion anterior. La incubacién con
los anticuerpos primario y secundario se realizo
en la solucién de bloqueo, a la dilucién indicada
por el fabricante en cada caso, durante al menos
1 hora. Tras varios lavados, la deteccion de
los complejos antigeno-anticuerpo se realizo
usando la deteccién de la actividad peroxidasa
ligada al anticuerpo secundario mediante
quimioluminiscencia (ECL detection, de GE
Healthcare), la cual se utilizaba para impresionar
una pelicula fotosensible (Hyperfim™ MP, GE
Healthcare). Los anticuerpos primarios utilizados
en este trabajo fueron: anti-GFP (Monoclonal
Antibody JL-9, Living-colors™ BD Biosciences),
anti-actina (/ICN Biomedicals) y anti-PSTAIRE
(Santa Cruz Biotechnology).

6.1. Microscopia optica.

Las muestras de levadura se observaron en
preparacion humeda en un microscopio optico
(Leica DM RXA), equipado con un sistema de
iluminacién halégena, filtros para microscopia de
contraste interferencial (DIC) y contraste de fases,
objetivos de inmersion en aceite y una camara
fotografica digital (Leica DFC350FX) acoplada
al microscopio. Asimismo, el microscopio estaba
acoplado a un ordenador con el programa Qfish.
En algunos casos se utilizdé un microscopio Nikon



Eclipse i90 con una camara Orca-ER controlada
por el programa MetaMorph.

Tincién de calcofluor

El calcoflior es un fluorocromo que, en
S. cerevisiae tife 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 (Cortes et
al., 2007), ya que S. pombe carece de quitina. El
calcoflior se excita al recibir luz de 372 nm de
longitud de onda y emite fluorescencia azul. El
calcofluor (Blankophor BBH, Bayer Corporation)
se preparé en agua a una concentracion de 10
mg/ml. Para conseguir la completa disolucion, se
afadieron gotas de KOH 10 N. Se esterilizé por
filtracidon y se guardd a 4°C protegido de la luz.
La tincién de calcoflior se realizé partiendo de
cultivos liquidos creciendo en fase logaritmica. A
la muestra se le anadieron 2-3 pl de calcofluor,
se recogieron por centrifugaciéon (1 minuto a
6000 rpm) y se lavaron con PBS. Finalmente se
concentraron para observar la fluorescencia.

Tincidn de actina

Aprovechando la propiedad de la faloidina,
una toxina extraida del hongo Amanita phalloides,
de unirse con alta afinidad a la actina F (actina
polimerizada), se puede usar conjugada a un
compuesto fluorescente, en este caso Alexa-
fluor 448 como sonda para detectar y tefir
la actina en el interior celular. La tincion de
actina se realizé siguiendo las indicaciones y
modificaciones realizadas por el Dr. F. Chang
a partir del protocolo inicial, descrito por Marks
y Hyams (1985). Partiendo de un cultivo en
fase exponencial, se tomaron 6 ml de células
y se fijaron anadiendo 2 ml de formaldehido al
16% (EM-grade MeOH Free, Polysciences) y
1 ml de tampon PM (K,HPO, 35 mM, pH 6.8,
MgSO, 0,5 mM). Las células se incubaron en
agitacion a la temperatura del cultivo durante 1
hora y, posteriormente, se lavaron 3 veces con
tampon PM. Se recogieron de nuevo las células
y se permeabilizaron resuspendiéndolas en PM
con Triton X-100 al 1% durante 30 segundos.
Finalmente, se lavaron tres veces con PM,
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se tomdé 1 pl de células permeabilizadas y se
mezclaron con 5 yl de Alexa-fluor 448-faloidina
(Molecular Probes), resuspendida en PM. 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.

Tincién con FM4-64

El FM4-64 es un compuesto rojo-fluorescente
de caracter lipofilico que se usa para el estudio de
endocitosis, trafico de membranas y transporte
vesicular (Viday Emr, 1995). Para la visualizacion
de las zonas activas de endocitosis, se afiadio
FM4-64 (Molecular Probes) a una concentracion
final de 10 pM al cultivo liquido de células. A
continuacion, se incubaron durante 1 minuto en
hielo y se observé al microscopio de fluorescencia.

6.2. Microscopia de fluorescencia
in vivo

La observacién se realizé en un microscopio
Personal Deltavision (Applied Precision, LLC)
controlado mediante el software softWoRx Resolve
3D o Spining Disk (Nikon Eclipse TE-2000U)
controlado mediante el software MetaMorph®
(MDS Analytical Technologies). Las imagenes
fueron capturadas con una camara CoolSNAP
HQ2 (PHOTOMETRICS) o Ixon®+ (ANDOR
TECHNOLOGY) acopladas a cada uno de los
microscopios y procesadas con los programas
MetaMorph® (MDS Analytical Technologies),
Imaged 1.37a (Nacional Institutes of Health, USA)
y Adobe® Photoshop CS2 (Adobe System, Inc).
Para la observacion de proteinas que contenian
la proteina fluorescente verde (GFP), amarilla
(YFP), cian (CFP) o roja (mCherry), se recogieron
células en crecimiento exponencial en medio
liquido.

Cuando fue necesario analizar muestras
mediante microscopia a lo largo del tiempo, las
células se prepararon en portaobjetos con medio
solido que contenia los nutrientes necesarios
para garantizar el crecimiento celular, asi como
la inmovilidad de las células en el portaobjetos.
La preparacion de las muestras se realizé de
la siguiente manera. Se prepard en un tubo de



vidrio una suspension de agarosa (Seakem® ME
Agarose, FMC Bio Products) al 2% en 2 ml del
medio de cultivo en el que se pretendia hacer el
estudio. Esta mezcla se calenté a la llama hasta
conseguir la fusion de la agarosa, obteniendo
una solucion homogénea, 15 yl de la misma se
vertieron sobre un portaobjetos de manera que,
al enfriarse, formase una capa fina y plana de
menos de 1 mm de grosor. Una vez solidificada,
se afadieron 1,5 uyl de cultivo liquido de la
cepa a estudiar, se colocé el cubreobjetos y se
sellaron los cuatro vértices del porta. En funcion
del objetivo del experimento, se tomoé una foto
del plano central de la célula, o bien de 8 a 16
imagenes de secciones transversales de todo el
volumen celular (series en Z) con una separacion
de 0,6-0,3 um cada una.

6.3. Microscopia confocal

Se utilizé un microscopio confocal espectral,
Leica TCS-SL, para obtener composiciones en 3
dimensiones de estructuras celulares. En cada
experimento obtuvimos de 20 a 30 imagenes
de secciones transversales de todo el volumen
celular (series en Z) con un grosor de 0,2 ym cada
una. Dichas imagenes se procesaron utilizando
el programa asociado a este microscopio,
denominado Leica Confocal Software (LCS), con
el que se puede obtener la reconstruccién en 3
dimensiones de las mismas.

Los programas y recursos bioinformaticos
empleados para la realizacion de esta Memoria
se encuentran recogidos en la Tabla 5.

Programas
Adobe® lllustrator CS2

Direcciones Electronicas
http.//www.adobe.com/

Adobe® InDesign CS2

http://www.adobe.com/

Adobe® Photoshop CS2 http://www.adobe.com/
Paint Shop Pro http://www.corel.es/
EndNote® IX http://www.endnote.com/
DNASTAR http://www.dnastar.com/

Base de datos de S. cerevisiase

http://www.yeastgenome.org/

Base de datos de S. pombe

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pombe/

GeneDB

http://www.genedb.org/

BLAST http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/

Image J http://rsb.info.nih.govl/ij/

Expasy http://www.expasy.org/

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

CAZy http://www.cazy.org/

STRING 8.2 http://string-db.org/

MetaMorph® http://www.moleculardevices.com/

Tabla 5.- Recursos bioinformaticos utilizados durante este trabajo.
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Estirpe Genotipo Procedencia
S. pombe

OL023 h ura4.A18 Stock del laboratorio
0OL024 h ura4.A18 eng2::ura4 Stock del laboratorio
OL176 h ade6 M210 leu1-32 ura4.A18 Stock del laboratorio
OL177 h* ade6 M210 leu1-32 ura4.A18 Stock del laboratorio
OL283 h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 eng2::ura4 Stock del laboratorio
OL759 h-ade6 M210 leu1-32 ura4.A18 eng2::KanMX4 Stock del laboratorio
OL773 h* ade6 M210 leu1-32 ura4.A18 eng2::KanMX4 Stock del laboratorio
OL821 hleu1-32 cdc10-129 Stock del laboratorio
OL831 h leu1-32 cdc10-129 eng2::KanMX4 Este Trabajo
OoL867 h* leu1-32 ura4-A18 his3-A1 bgs4A::ura4+ Pbgs4+::GFP-bgs4+:leut+ J.C. Ribas
OL868 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 for3-3GFP:ura4 P. Pérez
OL869 h* ura4.A18 leu1-32 tea1-GFP:KanMX4 P. Pérez
OL870 h* ura4.A18 leu1-32 pom1-GFP:KanMX4 P. Pérez

h* leu1-32 ura4-A18 his3-A1 bgs4A::ura4+ Pbgs4+::GFP-bgs4+:leul+
oL871 Este Trabajo

eng2::KanMX4
OoL872 h-ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 for3-3GFP:ura4 eng2::KanMX4 Este Trabajo
OL873 h* ura4.A18 leu1-32 tea1-GFP:KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
oL875 h* ura4.A18 leu1-32 pom1-GFP:KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
0OL889 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 wsp1-YFP:KanMX4 P. Pérez
OL890 h-ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:KanMX4 P. Pérez
OL891 h-ura4.A18 leu1-32 his3-A1 myo52-GFP:KanMX4 P. Pérez
OL896 h ura4.A18 eng2-8Ala-GFP:KanMX4 (eng2-GFP1) Este Trabajo
oL897 h ura4.A18 eng2-8Ala-GFP:KanMX4 (eng2-GFP2) Este Trabajo
OL903 h ura4.A18 arp5::KanMX4 Este Trabajo
OL904 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 eng2::ura4 arp5::KanMX4 Este Trabajo
OL905 h-ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 eng2::ura4 arp5::KanMX4 Este Trabajo
OL906 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 eng2::ura4 arp5::KanMX4 Este Trabajo
OL907 h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 wsp1::leu1 eng2::KanMX4 Este Trabajo
OL909 h ura4.A18 leu1-32 his3-A1 myo52-GFP:KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
OL911 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 wsp1-YFP:KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
OL913 h-ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
OL916 h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 wsp1::leut Este Trabajo
OL925 h* ura4.A18 leu1-32 cut11-GFP:ura4 P. Pérez
0OL926 h ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 eng2-8Ala-GFP:KanMX4 cut11-GFP:ura4 Este Trabajo
OL932 h* 41nmt1-GFP-CHD(rng2):leu1 ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 T.D. Pollard
OL934 h ura4.A18 leu1-32 for3::KanMX4 Y. Sanchez

h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 kanMX6:nmt81:GFP-atb2 eng2-8Ala-
OL960 Este Trabajo

GFP:KanMX4
0OL983 h-ura4.A18 leu1-32 for3::KanMX4 eng2::ura4 Este Trabajo
OL984 h-ura4.A18 3xnmt1-eng2:KanMX4 Este Trabajo
0OL986 h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 Isb1::KanMX6 Stock del laboratorio
0oL987 h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-GFP:kanMX6 eng2::ura4 Este Trabajo

h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:kanMX6 wsp1-
OL988 Y. Sanchez

YFP:KanMX4

h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:kanMX6 wsp1-
0OL989 Este Trabajo

YFP:KanMX4 eng2-mCherry:leu2 (pJED18)

h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-GFP:kanMX6 eng2-
0OL993 Este Trabajo

mCherry:leu2 (pJED18)
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h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:kanMX6 crn1-

OL1003 Este Trabajo
YFP:KanMX6 eng2-mCherry:leu2 (pJED18)

OL1005 h* ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 ric1-3GFP::kanMX6 T.D. Pollard

oL1007 h* ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 cdc12-3YFP:kanMX6 sad1-CFP:KanMX6 T.D. Pollard

OoL1037 h* ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 Isb1-YFP:kanMX6 Este Trabajo
h* ura4.A18 ade6 MZ216 leu1-32 Isb1-YFP:kanMX6 eng2-mCherry:leu2

OL1038 Este Trabajo
(pJED18)

OL1052 h ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 myo52::ura4 eng2-8Ala-GFP:KanMX4 Este Trabajo
h* ura4.A18 ade6 M216 leu1-32 his3-A1 arpC5-CFP:kanMX6 wsp1-

OL1053 Este Trabajo
YFP:KanMX4 eng2::ura4
h* ura4.A18 ade6 M210 leu1-32 his3-A1 41nmt1-GFP-CHD(rng2):leut

OL1065 Este Trabajo
eng2::KanMX4

E. coli
SupE44 AlacU 169 (980 lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96

DH5a F. del Rey

thi-1 relA 1

Tabla 3.- Estirpes de microorganismos utilizadas en este trabajo.
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Nombre

Secuencia

Propésito

Construccion

366 GGGGGGGTCGACTTTTAATGTTTGAAGGCC
truncamientos eng2*
Construccion eng2-
743 GAAAGTTGAAGTCGACTGAGGTTG
E537A
Construccion eng2-
744 CAACCTCAGTCGACTTCAACTTTC
E537A
768 TTGGACGAGTCGGAATCGCAG Comprobacién cepas
816 GAAACAACTCTGGCGCATCGG Comprobacion cepas
1389 GGGAGCCGTTGGTAAACTTGC Comprobacioén cepas
1390 AGCGCTGTAGATTTGCTATTG Comprobacion cepas
CCTTTACTGCTGATAAAATTGATAACGGAGCTAGTAAAAC Construccion eng2-8Ala-
1391 CTGGTACTTAGCTATGGCTGCTGGTATGGGTGGATCACCAGCA
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACGGATCCCCGGGTTAATTAA A
AACAATGCAGAAGCGAAAAAGTAATTTTCTG Construccion eng2-8Ala-
1392 TCTTTAATATTTATGGAAAACTTCGAAGTAAGCCAAC
TTGAATAAGCAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC el
TGTTACTTTCGCTAAGTTATTTAAGACAAATA -
Construccion sobre-
1393 ATTGAGTGTTGTTTCATTTTTTAGTTAGTTCCAAATTTT B
TGAGGTGGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC EXpESE o8
CCAAGAGGAGGAGATGGGTGTGCTCTTGATGGAAAAACCG Construccion sobre-
1394 GATTGATAGGTCCAGTATAGATTGGTACTAAAACATCCATTGCTGCT »
GCTGCTGCTGCTGCTGCGCACTGAGCAGCGTAATCTG IO
1410 ATGAAAATATATGCTGTTAGAGAACCTGTGTTTTCA Delecion de arp5*
1411 GGGACGAGGCAAGCTAAACAGATCCGTTCCGTTAAAGTAGCAAGCTCACG Delecion de arp5*
1412 CGTGAGCTTGCTACTTTAACGGAACGGATCTGTTTAGCTTGCCTCGTCCC Delecion de arp5*
1413 TAGCCCAGCTTCGTCAAGTTCTGCA Delecitn de arn5*
TCGTTTTCGACACTGGATGGCGGCGT =
ACGCCGCCATCCAGTGTCGAAAAC »
1414 Delecién de arp5*
GATGCAGAACTTGACGAAGCTGGGCTA
1415 TTAAGAATTTATGTTTCCTAAAGAAT Delecion de arp5*
1418 CTACCTCCTACGTCTGGATAGCAC Comprobacién arp5A
1439 CTCTCGGCTACTGGATGGTTCAGTCA Comprobacién cepas
Construccion eng2-8Ala-
1440 CACTGGGGTTATCATATTTACGC
mCherry
Construccion eng2-8Ala-
1441 TCCTCCTCGCCCTTGCTCACCATTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGC
mCherry
Construccion eng2-8Ala-
1442 GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGA
mCherry
e CAGTTTTTCATTAGCTCCCTTGCCAT Construccion eng2-8Ala-
CACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCC mCherry
1444 GGCGGCATGGACGAGCTGTACAAG Construccion eng2-8Ala-
TGATGGCAAGGGAGCTAATGAAAAACTG mCherry
Construccion eng2-8Ala-
1445 CGTGAATAGTGAACTCTACAATTTACGGC
mCherry
Construccion
1446 ATCTATACTGGACCTATCAATGGGCTAACAAGTAATTTGTTT
truncamientos eng2*
Construccion
1447 AAACAAATTACTTGTTAGCCCATTGATAGGTCCAGTATAGAT

truncamientos eng2*
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Construccion

1448 TTACCCGAAGCAAATTCTCG
truncamientos eng2*
Construccion
1449 CCCGTCATAATCCATCATGGT
truncamientos eng2*
Construccion
1450 CATTAGCTCCCTTGCCATCAATTGCTTCCACCATTCCAAGG
truncamientos eng2*
Construccion
1451 CCTTGGAATGGTGGAAGCAATTGATGGCAAGGGAGCTAATG
truncamientos eng2*
Construccion
1452 CTGGCTAAGCCTAAACCTGTCATTATGTCGTCTGACTATGA
truncamientos eng2*
Construccion
1453 TCATAGTCAGACGACATAATGACAGGTTTAGGCTTAGCCAG
truncamientos eng2*
Construccion
1454 AGAACTATATCCTGCCGTACTGATGA
truncamientos eng2*
1471 GCTCAATTCATAGTCAGACGACATAATG Construccion
ACAAACAAGTTTTATGGTAACTTGTACA truncamientos eng2*
1472 TGTACAAGTTACCATAAAACTTGTTTGT Construccion
CATTATGTCGTCTGACTATGAATTGAGC truncamientos engz+
1489 AACAAAAGTCAAGAGACATGCG Comprobacioén cepas
CTCGCAATCCGAGACTGGAAAATTGCCCAATTGGAGGATAAGCTGGCTA
1492 Construccion crn1-YFP

AATTAACAGAAGCAATTAAAGAAAAATGTAATCGGATCCCCGGGTTAATTAA

1493

ATGGAGAAGGCATGATGTCCGGGCTTAGTG
ATATGTTTAAAAAAGCATTCTGGACAAAATAAAAAATGCA
CAAAAAAACTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

Construccion crn1-YFP

1518

AAGATTGGTAGTGGTTTGGGTTCTGCATTTGTATTCGG
TGCTGGTGCAACTGCTGGCGCTGATCTCGTCAATTCCATTTTTGC
AGCAGGGGCAGCAGGGGCAGCACGGATCCCCGGGTTAATTAA

Construccion Isb1-YFP

1519

AATTCATACACATAAATGAGGTGTCTCAATCTATG
AAGAAGCAGCTATGCCGCGGTGTTGCTTTATAAGCAT
AAAGCATAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

Construccion Isb1-YFP

Tabla 4.- Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.
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Anexo ||







1.1. Medios empleados durante el crecimiento vegetativo

Medio YES
Glucosa
Extracto de levadura

3 %
0,5 %

Medio Minimo EMM (Edinburgh Minimal Media)

Potasio hidrégeno ftalato
NazHPOs

NH.CI

Glucosa

Sales

Vitaminas

Minerales

Sales (50x):
MgClz-:6H20
CaCl2-2H.0
KCI

Na2S04

Vitaminas (1000x):
Pantotenato sédico
Acido nicotinico
Inositol

Biotina

Minerales (10.000x):
HsBOs

MnSOa4

ZnS04-7H20
FeCls-6H20
H2MoOs-H20

Kl

CuSO04-5H:20

Acido citrico

34/l
2,2 g/l
54l

2 % (pv)
20 ml/l

1 mi/
0,1 ml/l

53,5 g/l
0,74 g/l
50 g/l
29l

14/
10 g/l
10 g/l
10 mgl/l

59l
4 g/l
4 g/l
29/l
0,4 g/l
19/
0,4 g/l
10 g/l

1.2. Medios empleados para inducir la esporulacion

Medio MEA
Extracto de Malta
Agar

Ajustar a pH 5,5

3%
2%
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Medio MM-N
Igual que el EMM, pero sin NH4Cl

Medio LB (Luria Bertani medium)

Bactotriptona 1%
Extracto de levadura 0,5 %
NaCl 1%
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